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0 Zum Nachweis von Nukleinsauren definierter Sequenz durch Hybridisierung mit einer kcmplementaren 
Nukleinsaure-Sonde. die Ober eine chemische Verbindung mindestens ein Hapten als Markierung gebunden 
enthait, ven^^endet man als Hapten ein Steroid, das an mindestens eine Position der NukleinsSure-Sonde. di 
nicht an der WasserstoffbrOckenbildung beteiiigt ist. Ober eine BrOcke von mindestens 4 Atomen Lange 
gebunden ist und weist die hybridisierte Sonde Uber einen seinerseits markierten Anti-Hapten-Antikorper nach. 
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Verfahren zum Nachwels von NuklelnsSuren 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von NukleinsSuren definierter Sequenz durch 
Hybridisierung mit einer komplementaren, marki rten Nukleinsaure-Sonde. 

Bne der meist angewandten molekular-biologischen Techniken ist die DNA/DNA-. RNA/RNA- bzw. 
RNADNA-Hybridisierung zum Nachweis homologer Nukleinsaure-Sequenzen. Dabei wird eine als Sonde 

5 verwendete Nukleinsaure (DNA Oder RNA) markiert und mit einer meist auf einem RIter fixierten, zu 
untersuchenden Nukleinsaure (DNA oder RNA) unter Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht Bei 
vorhandener Homologie zwischen der als Sonde verwendeten Nukleinsauren und der nachzuweisenden 
Nukleinsaure kommt es sodann zur Hybridisierung der jeweils komplementaren Nukleinsaure-EInzelstrange 
unter Ausbildung eines Hybrid-Ooppelstranges. AnschlieBend werden die Hybride nachgewiesen. Bisher 

10 erfoigte die Markierung der Sonde meist durch Bnbau radioaktiy derivatisierter Desoxyribonukleosidtri- 
phosphate. Der Nachweis der Hybride erfoigte dann durch Autoradiographie. Solche konventionellen. 
radioaktiy markierten DNA-Sonden sind sehr effektiv und sensitiv. es ergeben sich jedoch durch den 
Umgang mit der Radioaktivitat Probleme. So wird zum Umgang mit den radioaktiven Verbindungen speziell 
ausgebildetes Personal benotigt, da bei unsachgemafler Handhabung eine Gefahrdung der Laborsicherheit 

75 besteht. Auflerdem bildet die Entsorgung der radioaktiven Verbindungen ein weiteres Problem. ZusStzlich 
sind die radioaktiy markierten Proben aufgrund der Halbwertzeit der verwendeten radioaktiven Materialien 
nur uber einen gewissen Zeitraum nach der Herstellung verwendbar. Auch kann bei der Detektion von 
geringen Mengen von nachzuweisender DNA die nQtige Belichtungszeit der Autoradiographie sehr lange. 
namiich Tage bis Wochen sein. 

20 Neben den radioaktiy markierten Systemen zum Nachweis von NukleinsSuren sind nicht-radioaktive 
Methoden bekannt. wobei die verwendeten Nukleinsaure-Proben mit Biotin-Molekulen (US-PS 2 915 082. 
EP-A 0063879) Digoxin-/T3-/T4-Mo!ekaien (EP-A-O 173251) Oder mit Alkyi-zButyl-'Ethyl-'Sulfonsaure- 
/NitrosomolekOlen EP-A 128018) modifiziert sind. Der Einbau dieser niedermolekularen NachweismolekUle 
in die komplementare Nukleinsaure-Sonde erfolgt dabei chemisch. photochemisch oder enzymatisch. 

25 Sodann erfolgt die Hybridisierung mit der nachzuweisenden NukleinsSuresequenz. Der Nachweis der 
Hybride erfolgt dann Gber Bindung des niedermolekularen MolekOls durch ein (Strept)-Av!din-Markerenzym- 
Konjugat im Fall von Biotin, Antidigoxin/-T3-/-T4-Antik6rper-Markerenzym-Konjugate im Fall von Digoxin- 
/T3-;T4-Molek0len oder uber Anti-Alkyl-/-Butyi-/-Ethyl-/-Sulfonsaure-/-Nitroso-Antik6rper-Markerenzym-Kon- 
jugate. Der Nachweis des Hybridisierungsproduktes erfolgt durch die. Bestimmung der enzymatischen 

30 Aktivitat des Markerenzyms Ober gekoppelte Farbstoffsysteme. Bei der Methode der EP-A-O 173 251 erfolgt 
jedoch die Bindung der Oigoxin/T3-/T4-Molekaie an ein an der Wasserstoffbruckenbindung beteiligtes N- 
Atom einer oder mehrerer Basen der Nukleinsauresonde. wodurch die Hybridisierung - vor allem bei 
Mehrfachmodifizierung der Sonde - mit der nachzuweisenden Nukleinsaure beeintrSchtigt sein kann. Mit 
Ausnahme des Blotin/(Strept)-Avidin-System ist die Sensitivitat der derzeit bekannten. nicht-radioaktiven 

35 Systeme. im Vergleich mit radioaktiven Systemen. jedoch urn mindestens den Faktor 10 bis 100 vermin- 
dert. Die bisher einmalig hohe Sensitivitat des nicht-radioaktiven Nachweises auf Biotin/(Strept)-Avidin-Basis 
ist auf die hohe Bindungskonstante (K = 10^^ moI"') speziell des Biotin/ (Strept)- Avidin-Systems zurOckzu- 
fOhren (Lit Kinow: Proc, Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983) 4045). Die maximal erreichbare Sensitivitat des 
Biotin (Strept)-Avidin-Systems liegt wie auch bei radioaktiver Markierung Im Nachweis von 1 pg bis 0,1 pg 

4o DNA im Dot-Blot, und im Nachweis von "single-copy" Genen. das heifit von nur einmal im Genom 
vorkommenden Genen, im genomischen Blot bei Verwendung von 10 bis 1 ug genomischer DNA- 
Fragmente. Die Ausnutzung der Biotin/(Strept-Avidin-Wechselwirkung hat jedoch den entscheidenden 
Nachteil, dafi sie sehr storanfailig Ist, da das Vitamin Biotin in nahezu alien biologischen Materialien 
vorkommt (Biochem. Biophys. Acta 29 (1985) 225; Biochem, Blophys. Acta 41^ (1960) 122). 

45 Die Aufgabe der Erfindung bestand daher darin, ein Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren 
bereitzustellen. das die Verwendung einer nicht radioaktiven Markierung eriaubt und weniger storanfallig als 
die Biotin/(Strept)-Avidin-Wechselwirkung ist andererseits jedoch die bisher einzigartig hohe Nachwels- 
Sensitivitat der radioaktiven Markienjng bzw. der Biotin/(Strept)-Avidin-Markierung erreicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemSfl gel6st durch ein Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren 

50 definierter Sequenz durch Hybridisierung mit einer komplementaren Nukleinsauresonde. die Ober eine 
chemlsche Verbindung mindestens ein Hapten als Markierung gebunden enthalt welches dadurch gekenn- 
zelchnet ist. da/3 man als Hapten ein Steroid verwendet. das an mindestens eine Position der Nukleinsaure. 
die nicht an der WasserstoffbrUckenbildung beteiligt ist Uber eine BrUcke von mindestens 4 Atomen Lange 
gebunden ist und die hybridisierte Probe Ober einen seinerseits markierten Anti-Hapten-Antikorper nach- 
weist 
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Bevorzugt werden hierbei ais Steroid Digoxigenin Oder Digoxin verwendet 

Das erfindungsgemSfle Verfahren ermoglicht den Nachweis von 0.5 pg bis 0.05 pg homologer DNA im 
Dot-Blot und von "single copy"-Genen In 5 ug bis 0.5 ug genomischen DNA-Fragmenten. In beiden 
Nachweisarten 1st die Nachwelssensitivitat mindestens analog der Nachweissensitivitat das Biotin/(Strept)- 

5 Avidin-Systems. Dies 1st insofern uberraschend, da die Bindungskonstante der Biotin/(Strept)-Avidin-Wech- 
seiwirkung (K = 10^^ Mors Green. N.M. (1975) Adv. Protein Chem. 29. 85-133; Chalet. L. Wolf. FJ. 
(1964) Arch. Biochem. Biophys. 106. 1-5) urn mindestens den Faktor 10^ hdher ist als die Wechselwirkung 
von Digoxigenin Oder Digoxin mit dem entsprechenden Antikorper {K = 2x108 Mol ' - 7x1 0^ Moi \ Hunter 
et al.. J. Immunol. VoL 129. Nr. 3 (1982) 1165). und zusatzlich die Biotin/(Strept)-Avidin-Wechselwirkung 

10 durch das Vorhandensein von 4 Btotin-Bindungssteilen auf (Strept)-Avidin begunstigt ist. 

Ein weiterer Oberraschender technischer Vorteil ist, 6aB bel Verwendung von Digoxigenin oder Digoxin 
und den dazugehorigen Antikorpem sehr viel weniger unspeziftsche Bindung (background) an den Riter. 
auf welchem die nachzuweisende Nukleinsaure fixiert ist, entsteht. als bel Verwendung von Biotih/(Strept)- 
Avidin, 

Die Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens zum Nachweis von Nukleinsauren Iay3t sich in 
drei Schritte aufgliedern- 

1. Die Derivatisierung der als Nachweisreagenz dienenden Nukleinsaure-Probe mit dem Hapten, 

2. die Hybridlsierung, und 

3. die Detektion der Hybride. 

Zur Derivatisierung von Nukleinsauren (DNA und RNA) konnen verschiedene Methoden angewendet 
werden (Molecular Cloning. Maniatis et al.. (1982) Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New 
York). Der Einbau des Haptens kann hierbei enzymatisch, chemisch Oder photochemisch erfolgen 

In der "Random-primed" Methode (Anal. Biochem. 132 (1983) 6) werden doppelstrangige 
Desoxyribonukleinsaure-Sonden zunachst denaturiert. d.h. die beiden Strange werden durch -Erhitzen 
getrennt und dadurch in Nukleinsaure-Einzelstrange OberfOhrt. Bei einzelstrangigen Desoxyribonukleinsau- 
resonden entfallt die Denaturierung. An die Desoxyribonuklelnsaure-Bnzelstrange werden sogenannte 
"Random Primer", das sind beliebige kurze Oligo-DesoXyribonukleotide mit unterschiedlichen Sequenzen. 
die mit komptementaren Sequenzabschnitten der Einzelstrang-DNA hybridisieren, gebunden. Anschlieflend 
wird ausgehend von den 3 -OH-Enden der "Random Primem" durch Einwirkung des Enzyms Klenow 
Polymerase Oder anderer DNA-Polymerasen (z.B. Phage T4 oder T7-kodiert oder aus Thermus aquaticus) 
der zum Bnzeistrang komplementare Strang synthetisiert. Dabei werden die ais Substrat angebotenen vier 
Desoxyribonukleosidtriphosphat-Arten eingebaut. Bis zu vier dieser Triphosphat-Arten sind teilweise oder 
ganzlich durch Kopplung eines Steroids Qber eine Brucke derivatlsiert. so dafl bei der 
Desoxyribonukleinsaure-Synthese dieses Steroid miteingebaut wird. Ein bevorzugtes. Steroid-derivatisiertes 
Nukleosidtriphosphat ist in der Fig. 1 mit zwei verschiedenen bevorzugten Bruckenkettenlangen dargestellt. 

In der "Specific-primed" Methode werden anstelle von "Random Primem". also kurzen Oligo-Desoxyri- 
bonukleotiden mit unterschiedllchsten Sequenzen. "Specific Primer", also Oligo-Desoxyribonukleotide mit 
spezlfischen Sequenzen. verwendet. DIese spezifischen Primer binden einheitlich nur an den komplementa- 
ren Sequenzabschnitt der Einzelstrang-ONA. Die Synthese des komptementaren Stranges wird im Gegeh- 
satz zur "Random-primer "-Methode nur von diesem bestimmten Sequenzabschnitt gestartet. Es werden die 
als Substrat angebotenen vier Desoxyribonukleosidtriphosphat-Arten eingebaut. Bis zu vier dieser 
Triphosphat-Arten sind teilweise Oder ganzlich durch Kopplung eines Steroids Qber eine BrUcke derivati- 
siert. so da/3 bei der Desoxyribonuklelnsaure-Synthese dieses Steroid mit eingebaut wird. 
45 Bel der "Reversen Transkriptions" Methode (Efstratiadis, A^F.C. Vilia-Komaroff. L. (1979) Genetic 
Engeneering (Stelow, J.K, and Hollaender. A., eds.) Plenum Press. New Yori< and London. Vol. 1. pp. 1) 
werden einzelstrSngige Ribonukleinsaure-Sonden oder doppelstrangige RibonukleinsSure-Sonden nach 
Denaturierung. d.h, OberfOhrung in EinzelstrSnge, retrotranskribiert. d.h. die entsprechende Desoxyribonu- 
klelnsaure gebildet. Hierzu werden an die einzelsWngigen Ribonukleinsaure-Sonden Oligo- Desoxyribonu- 
50 kleotide. die "Primer", an den komplementSren Sequenzabschnitt gebunden. Anschlieflend wird. ausgehend 
von dem 3'-OH-Ende des gebundenen "Primers" durch Einwirkung des Enzyms Reverse Transkriptase der 
zum RNA-Einzelstrang komplementSre DNA-Slrang synthetisiert. Als Reverse Transkriptasen werden z.B. 
Virus AMV oder Mo-MLV kodierte Enzyme verwendet. Bei der DNA-Strangsynthese werden die a!s Substrat 
angebotenen vier Desoxyribonukleosidtriphosphat-Arten eingebaut. Bis zu vier dieser Triphosphat-Arten sind 
55 teilweise oder ganzlich durch Kopplung eines Steroids uber eine BrCcke derivatisiert. so dafi bei der DNA- 
Synthese dieses Steroid mit eingebaut wird. 

In der "FilHn" Methode werden doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure-Sonden mit 5 -Cberhangenden 
Einzelstrang-Enden derivatisi rt. Dazu werden mit d m Enzym Kl now Polymerase oder anderer DNA- 
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Poiymerasen {z.B. Phape T4-oder T7- codiert) die 3'-OH Enden des nicht-Oberstehehd n Einzelstrangs 
kcmplem ntar zu der 5 -Obertiangenden Bnzelstrang-Sequenz verlangert Dabei werden. j nach Sequenz 
des s'-Oberhangenden Bnzelstrang-Bereichs, bis zu vier der angebotenen Desoxyribonukleosidtriphosphat- 
Arten eingebaut Bis zu vier di ser Triphosphat-Arten sind wiederum teilweise Oder gSnzlich durch 

5 Kopplung eines Steroids uber eine Brucke derivatisiert, so dai3 bei dem Einbau der Nukleotide dieses 
Steroid mit eingebaut wird. 

In der "Nick-Translation" Methode (J. Mol. Biol. 113 (1977) 237) werden doppelstrangige 
Desoxyribonukleinsaure-Sonden gleichzeitig mit dem Enzym E. coli DNA Polymerase I sowie einer kleinen 
Mange des Enzyms DNase i in Anwesenheit der als Substrat dienenden vier Desoxyribonukleosidtri- 

jo pliosphate inkubiert. Durch das Enzym DNase I werden Einzelstrang-Bruche» die sogenannten "nicks", 
erzeugt. Dadurch entstehen 5- und 3'-Enden innerhaJb des gebrochenen Einzelstranges. Durch das Enzym 
E. coli DNA Polymerase I werden anschlieflend an den intemen Einzelstrang-BrQchen die 5 -endstandigen 
Desoxyribonukleoside abgebaut, gleichzeitig jedoch an das benachbarte freie s'-OH-Ende eines der als 
Substrat angebotenen Desoxyribonukleotid-Arten eingebaut. Durch wiederholtes Ablaufen des gleichzeitigen 

75 Ab- und Neu-Bnbaus eines Nukleotids wandert der Einzelstrang-Bruch in Richtung 3 -Ende. Bis zu vier der 

- ^^als*SQl^tfat«ah^^^ 

Steroids uber eine Brucke derivatisiert^ so dafi beim Neueinbau der Nukleotide dieses Steroid mit eingebaut 
wird. 

In der "Tailing" Methode wIrd an 3'-OH-Enden von doppel-oder einzelstrangigen Desoxyribo- oder 
20 Ribonukleinsaure-Sonden mit dem Enzym Terminate Transferase in Anwesenheit mindestens einer Art der 
als Substrat dienenden Desoxyribonukleosidtriphosphate. Dideoxyribonukleosid triphosphate Oder Ribonu- 
kieosidtriphosphate mindestens eines dieser Nukleotide angehangt. Die verwendete Art der Triphosphate ist 
wiederum teilweise Oder ganzlich durch Kopplung eines Steroids uber eine Brucke derivatisiert, so dafl bei 
dem Einbau der Nukleotide dieses Steroid mit eingebaut wird. 
25 Bei der Phagen-RNA-Polymerase-katalysierten "Transkriptions "-Methode (J. Mol. Biol. 166 (1983) 477) 
wird wahrend der Desoxyribonukleinsaure-abhangigen RibonukleinsSure-Synthese die gebildete Ribonu- 
kleinsaure derivatisiert Als Phagen-codierte RNA-Polymerasen werden z.B. Phage SP6-. T7- oder T3- 
codierte Enzyme verwendet Fur diese Methode werden doppelstrangige Desoxyribonukleinsauren verwen- 
det. die z.B. SP6-, T7- oder T3-Promotcren enthaiten. Durch Zugat>e von z.B. SP6-, T7- oder T3-RNA 
30 Polymerase und aller vier Arten der Ribonukleosid-Triphosphate wird. ausgehend vom homologen Promo- 
tor, der zur codogenen Desoxyribonukleinsaure komplementSre Ribonukleinsaure-Strang, das Transkript, 
gebildet Dabei werden die als Substrat angebotenen Ribonukleosidtriphosphat-Arten eingebaut. Bis zu vier 
dieser Triphosphat-Arten sind teilweise oder ganzlich durch Kopplung eines Steroids uber eine Brucke 
derivatisiert. so dai3 bei der Ribonukleinsaure-Synthese dieses Steroid mit eingebaut wird, 
35 In der "photochemischen" Methode (Nuci. Adds Res. 13 (1985) 745-761) wird die Nukleinsaure-Sonde 
in Gegenwart von Photo-Digoxigenin (Fig. 2) mit sichtbarem Licht mit UV-Anteil bestrahlt. Unter Abspaltung 
von Stickstoff (Ns) entsteht ein Nitrenradikal. das kovalent an die Nukleinsaure bindet. 

Fur die "chemische" Methode werden im Rahmen der Oligo-Desoxyribonukleotidsynthese nach der 
Phosphit-Triester-Methode neben den geschutzten Nukleosid-phosphoramiditen (dA/dG/dC/dT) geschOtzte. 
40 mit substituierbaren Aminofunktionen modifizierte Nukleosid-phosphoramidite (dA/dO/dC/dU) zum gezielten 
Einbau in den Oligo-Desoxyribonukieoticl-Einzelstrang verwendet. Die Modifizierung von dC/dU geschieht 
bevorzugt in Position 5 des Pyrimidin-Ringes, die von dA/'dG bevorzugt an Positron 8 des PurinmolekUls. 

Nach Abschiufl der Synthesezyklen und Entfernung der Schutzgruppen resultieren einzeistrangige. an 
den Nukleobasen mit substituierbaren Aminofunktionen modifizierte Oligo-Desoxyribonukleotide. die mit 
45 geeigneten Haptenen markierbar sind. Solche Haptene sind Steroide, fc)evorzugt Digoxigenin. Digoxin, d.h. 
die Markierung geschieht durch Umsetzung des Oligo-Desoxyribonukleotides mit den entsprechenden 
aktivierten Estern. Amiden oder Ethern der Haptene, vorzugsweise ihren N-hydroxysuccinimidestem. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird eine Nukleinsaure-Sonde venrtrendet deren 
Hapten in die Nukieinsaure-Sonde enzymatisch mit Hilfe von DNA-Polymerasen, RNA-Polymerasen, Rever- 
se sen Transkriptasen oder Terminalen Transferasen und entsprechenden Hapten-modifizierten Desoxy- oder 
Ribonukleosidtriphosphat-Substraten eingebaut wurde. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird eine NukleinsSure-Sonde verwendet, 
deren Hapten in die Nukleinsaure-Sonde photochemisch mit Hilfe von Photo-Hapten eingebaut wurde und 
in einer dritten bevorzugten AusfGhrungsform wird eine Nukleinsaure-Sonde verwendet deren Hapten in die 
55 Nukieinsaure-Sonde chemisch im Rahmen der Olrgo-Oesoxyribonukleotid-Synthese durch Einbau geschOtz- 
ter, mit substituierbaren Aminofunktionen modifizierter Nukleosidphosphoamidite und - nach Entfernung der 
Schutzgruppen - durch Urns tzung d s modifizi rten Oligo-Desoxyribonukleotidis mit aktivierten Est rn der 
Haptene eingebaut wurde. 
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Die Qber ein d r beschrieben n Methoden herg stelite, mit ein m Steroid derivatisierte Nukleinsaure- 
Sonde wird mit einer an einen Trager gebundenen denaturierten DNA Oder RNA in Kontakt gebracht und 
hierbei die Temperatur, lonenstarken. pH-Wert und sonstige Pufferb dingungen - abhSngig von der l^nge 
der Nukleinsaureprobe und der daraus resultierenden Schmelztemperatur des zu erwartenden Hybrids - so 
5 gewMhIt. daiJ die markierte DNA oder RNA an homologe DNA Oder RNA binden kann (Hybridisierung) (J. 
Mol. Biol. 98 (1975) 503; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (1979) 3683). Als Trager geeignet sind Membranen 
Oder TrSgeTmaterialien auf Basis Nitrozellulose (z.B. Schleicher und Schull BA85; Amersham Hybond C). 
verstarkte Oder gebundene pulverformige Nitrocellulose oder mit verschledenen funktionellen Gruppen (z.B. 
Nitro-) derivatlsierte Nylonmembranen (z.B. Schleicher und SchOII Nytran. NEN Gene Screen. Amersham 

70 Hybond N, Pall Biodyne). . ^ ^ .. u 

Die Detektion von hybridisierter DNA oder RNA erfolgt dann dadurch, dafl der Trager nach grundltchem 

Waschen und Absattigung zur Verhinderung unspezifischer Bindungen mit einem Antikorper oder Antikorp- 

erfragment inkubiert wird. Der Antikorper oder das Antikorperfragment ist gegen das in die Nukieinsaure- 

Sonde bei der Derivatisierung inkorporierte Steroidhapten gerichtet. Er tragt konjugiert eine Markierung. 
75 Nach der Antikorper-lnkubation wird nochmals gewaschen, urn nur spezifisch gebundene Antikorper- 

Konjugate nachzuweisen. Die Bestimmung erfolgt sodann uber die Markierung des Antikorpers oder 

Antikorperfragments nach an sich bekannten Methoden. 

Die Lange der Brucke. uber die das Hapten an die Nukleinsaure-Probe gebunden ist, kann zwischen 4 

und 32 Atome betragen. Die Brucke ist hierbei aus MolekQIen aufgebaut, die die Atome C. O. S oder/und N 
20 enthalten. Eine graCere Kettenlange ist zwar moglich. aber nicht mehr sinnvoll, da mit einem Sensitlvitats- 

verlust 2u rechnen ist. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erfindung ist das Hapten uber eine Brucke von 11 bis 16 
Atomen Lange an die Probe gebunden. Bevorzugt enthalt die Brucke neben hydrophoben auch hydrophile 

Gruppierungen. t. * u* 

25 In einer bevorzugten Ausfuhaingsform ist die Brucke linear. In einer weiteren AusfOhrungsform besteht 

die Brucke aus einer verzweigten Kette und tragt an mindestens einem der Kettenenden ein Haptenmole- 

kUI. Durch das Vorhandensein mehrerer HaptenmolekOle an den Kettenenden einer verzweigtkettigen 

BrQcke kann die Nachweissensitivitat zusatzlich verstarkt werden. 

Die Verbindung des Steroid- Haptens mit der BrUcke ist vorzugsweise eine Ester-. Amid- oder Etherbin- 
30 dung. 

Die Bindung des Steroid-Haptens Gber die Brucke an die Nukleinsaureprobe ist sowohl Qber eine 
endstandige oder nicht endstandige Phosphatgruppe. als auch uber einen Zuckerrest oder eine Base der 
Nukieinsaure-Probe moglich. Die Bindung des Haptens uber die Brucke mufl jedoch so erfolgen. dafl nicht 
die WasserstoffbrOckenbildung zwischen den beiden komplementaren NukleinsaurestrSngen beeintrachtigt 

35 wird, o u 

Bevorzugtnst das Hapten uber die Brucke an eine Base oder den Ribose-Anteil der Nukleinsdure-Probe 
gebunden, wobei das Hapten besonders bevorzugt uber die BrUcke an die Cs -Position von Uracil oder 
Cytosin. die Ca -Position von Adenin oder Guanin oder an die 2 -Position der Ribose gebunden ist 

Die Markierung des Anti-Hapten-Antik6rpers oder des Antikorperfragments erfolgt in an sich bekannter 
Weise. Geeignet sind z. B. Enzymmarkierung. radioaktive Markierung, (Bio-)Luminiszensmarkierung oder 
Ruoreszenzmarkiemng. Bevorzugt wird jedoch eine Enzymmarkierung mit Enzymen wie Alkalische 
Phosphatase. Peroxidase oder /9-Ga!actosidase ven/vendet Besonders bevorzugt wird als Markierungsen- 
zym Alkalische Phosphatase verwendet. Die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase erfolgt Uber Leuko- 
systeme. insbesondere Qber Indigoide Systems als oxydierbare Verbindungen (siehe EP 228 663). Als 
Oxydationsmittel dienen Tetrazoliumsalze. Bei dem Markierungsenzym Alkalische Phosphatase wird als 
Redoxsystem bevorzugt X-Phosphat/Nitroblau-Tetrazolium eingesetzt (P.P. Altmann. Tetrazolium Salts and 
Fomiazans. Progr. Histochem. Cytochem. Vol. 913 (1976), Gustav Rscher Verlag. Stuttgart. S. 1). X- 
Phosphat ist hierbei ein Trivialname fUr 5-Brom-4-Chlor-3-lndolyiphosphat und Nitroblau-Tetrazolium steht 
fOr die Verbindung 3,3 -(3.3'.Dimethoxy-4.4'-Biphenylen)-bis-5-Phenyl-2-{4-Nitrophenyl)-Tetrazoliumchlond 
(P.P. Altmann. Tetrazolium Salts and Formazans, Progr. Histochem, Cytochem. Vol. 913 (1976), Gustav 
Rscher Verlag, Stuttgart, pp. 1). Alkalische Phosphatase spaltet das chromogene Substrat. in diesem Fall X- 
Phosphat. das durch die Abspaltung des Phosphats und Oxidation ein blaues, schwerlosliches Dimer bildet. 
wobei gleichzeitig die Tetrazolium-Verbindung zu einem ebenfalls blauen, schwerl5slichen Formazan 
reduziert wird. Diese Redoxreaktion ist in Fig. 3 dargesteilt. 

Der Nachweis der anderen geeigneten Markierung ssysteme ((Bio)-Luminiszensmarkierung, Fluores- 
zenzmarkierung. radioaktive Markiemng) wird nach an sich bekannten Methoden durchgefuhrt. 

Das erfindungsgemSiSe Verfahren ist zur weiteren Veranschaulichung in Rg. 4 schematisch unter 
Venr^endung von Gber eine BrOcke von 1 1 Atomen an dUTP-gebundenem Digoxigenin als Hapten darge- 
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stellt 

Das erfindungsgemafle Verfahren kann besonders vorteilhaft angewendet werden zur: 
in situ-Hybridisierung mit fixierten ganz n Zellen. mit fixiert n Gewebsabstrichen und isolierten Chromoso- 
men (Metaphasen-Chromosomen) 
5 Colony-Hybridisierung (Zeilen) und plaque-Hybridisiemng (Phagen und Viren) 
Northern-Hybridisierung (RNA-Nachweis) 

Serum-Analytik (Nachweis von Virus- und bakteriellen Infektipnen in Seaim. Zelltyp-Analyse von Zellen im 
Serum; z.B. durch s!ot-bIot-Analyse). 

In einer weiteren bevorzugtea Ausfuhrungsform wird vor der Durchfuhrung des erfindungsgemaflen 

10 Bestimmungsverfahrens eine Amplifikation der sample, wie in EP-A 0200362 beschrieben. durchgefuhrt. 

Eih weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Nucleinsauren definierter 
Sequenz (sample), welches dadurch gekennzeichnet ist, dafl man die sample, nach Denaturlerung. mit 
mindestens zwei Oligonucleotiden (primer), von welchen ein erstes in seiner Sequenz komplemehtar zu 
einer Teilsequenz eines Slranges der nachzuweisenden Nucleinsaure und ein weiteres identisch mit einer 

75 anderen Teilsequenz desselt>en Stranges der nachzuweisenden Nucleinsaure ist. behandelt 
(Hybridisierung). mit Polymerase, vorzugsweise tag-ONA-Poiymerase. mit Desoxyribonucleotiden und mit 
mindestens einem Desoxyribonucleotid, das chemisch gebunden ein Steroid enthalt. welches an eine 
Position des Desoxyribonucleotids, die nicht an der WasserstoffbrOckenbindung betelligt ist, uber eine 
Brucke von mindestens 4 Atomen Lange gebunden ist. behandelt (Polymerisierung) und anschlieeend den 

20 Zykius. bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung und Polymerisierung mindestens einmal wiederholt, 
wobei eine zur sample komplementSre NucleinsSure entsteht. welche markiert ist und die so entstandene 
markierte Nucleinsaure Ober einen seinerseits markierten Anti-Hapten-Antikorper nachweist In einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform werden die Desoxyribonucleotide, die markierten Desoxyribonucfeotlde und die 
primer bereits vor der Denaturierungsreaktion zugesetzt. 

25 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird nach Ablauf der Zyklen eine zur sample komple- 
mentare. an eine Festphase immobilisierte Nucleinsaure zugegeben, eine Hybridisierungsreaktion durchge- 
fuhrt und nach Trennung von fester und flQssiger Phase die Markierung in der Festphase bestimmt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Nucleinsauren definierter 
Sequenz (sample), welches dadurch gekennzeichnet ist, dai3 man die sample nach Denaturierung mit 

30 mindestens zwei Oligonucleotiden (primer), von welchen ein erstes in seiner Sequenz komplementar zu 
einer Teilsequenz eines Stranges der sample und ein weiteres identisch mit einer anderen Teilsequenz 
desselben Stranges der nachzuweisenden Nucleinsaure ist, behandelt (Hybridisierung). mit Desoxyribonu- 
cleotiden, mit Polymerase, vorzugsweise tag-DNA-Polymerase. behandelt (Polymerisierung). anschliefiend 
den Zykius. bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung und Polymerisierung mindestens einmal wieder- 

35 holt und abschlieflend einen Zykius in Gegenwart von mindestens einem Desoxyribonucleotid, welches 
chemisch gebunden ein Steroid enthalt welches an eine Position des Desoxyribonucleotids. die nicht an 
der WasserstoffbrOckenbindung beteiligt ist. Ober eine BrOcke von mindestens 4 Atomen Lange gebunden 
ist, wobei eine zur sample komplementare Nucleinsaure entsteht. die markiert ist und die so entstandene 
markierte Nucleinsaure uber einen seinerseits markierten Anti-Hapten-Antikorper nachweist. 

40 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform wird nach Ablauf der Zyklen eine zur sample komple- 
mentare. an eine Festphase immobilisierte Nucleinsaure zugegeben, eine Hybridisierungsreaktion durchge- 
fuhrt und nach Trennung von fester und flOssiger Phase die Markierung in der Festphase bestimmt 

Die weiteren Bedingungen fur diese Verfahren sind beispielsweise in der EP-A 0200362 beschrieben 
und unter dem Namen Polymerase chain reaction (PGR) bekannt 

45 Die folgenden Beispiele eriautem in Verbindung mit den Abbildungen die Erfindung naher. 

Rg. 1 zeigt ein Ober eine BrOcke von 1 1 Atomen LMnge mit einem Digoxigenin-MolekOI markiertes 
Desoxyuridintriphosphat; 

Rg. 2 zeigt Photodigoxigenin; 

Rg. 3 zeigt die Farbreaktionen beim Nachweis des Enzyms Alkalische Phosphatase uber das 
50 Redoxsystem X-Phosphat^Nitroblau Tetrazolium; 

Rg. 4 zeigt schematisch eine tDevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen DNA-Nachwei- 

ses; 

Fig. 5 deutet die Hersteliung eines RNA-Transkripts nach der SP6- bzw, T7-RNA-Polymerase 
katalysierten Transkriptionsmethode mit den Plasmiden pSPTIS an; 
55 Rg. 6 zeigt die unterschiedllchen DNA-Bereiche der Plasmide pSPT18; 

Fig. 7 zeigt ein Syntheseschema fOr die Hersteliung von Photodigoxigenin: 
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ng 8 zeigt einen Vergleich der Sensitivitaten des erfindungsg maCen Nachweises mit Digoxigenin 
als Hapten gegenUber dem Nachweis Ober Biotin/Streptavidin im Nachweis von Plazenta-ONA nach 
Southern-Blotting und Hybridisierung; 

Fig. 9 zeigt einen Vergleich der Sensitivitaten einer erfindungsgemaCen enzymatischen Markierung 
(A) mit einer bekannten chemischen Markierung (8) im DNA-Nachweis; und 

Rg. 10 zeigt die ONA-Sequenz (A) und Restriktionskante (B) von pSPTIS. 



o Beispiel 1 

Digoxigenin-0-succinyl-[5-(amidoailyl)-2'-desoxy-uridin-5'-Triphosphatl-Tetraiithiumsaiz 
(Dig-4-dUTP) 



75 



20 



35 



C39H52O21N3P3U4 MG 1019,5 



200 mg Digoxigenin-O-succinyl-N-hydroxysuccinimidester 0.34 mMol) werden in 7 mi Oimethylforma- 
mid geldst und einer Losung von 186 mg 5-At!ylamino-2'-desoxy-uridin5 -triphosphat-Tetral.thiumsalz (0,34 
mMol) in 6 ml H2O zugefugt. Man gibt zu dem Reaktionsgemisch 62 ml 0.1 m Na-boratpuffer, pH 8,5 und 
rUhrt ca. 15 Stunden bei Raumtemperatur Uber Nacht. , » / , . 

25 Nach dieser Zeit beobachtet man papierelektrophoretisch (0.05 m-Citratpuffer. pH 5,0) unter UV-Licht 
neben unumgesetztem 5-Allyiamino-dUTP einen etwas tiefer laufenderen Reck des gewUnschten Produk- 

tes, ^ i^'. 

Die Aufreinigung geschieht wie unter Beispiel 9 beschrieben. 
Ausbeute: 1 30 mg = 37% der Th. 
30 UV-Spektrum (Phosphatpuffer pH 7.0): Maxima: 220 nm. 290 nm 

Beispiel 2 

Dlgoxigenin-0-succinyl-€-amidocapronsaure 

C33H43O9N MG: 603,8 

In einem 250 ml-Rundkolben werden 5 g Digoxigenin-Osuccinyl-N-hydroxysuccinimidester (8.5 mMol) 
in 150 ml Dimethylformamid (DMF) geiost und dazu eine Suspension von 1.12 g 6-AminocapronsSure (8,5 
mMol) und 1.2 ml Triethylamin in 20 ml OMF gegeben. Man rUhrt Ober Nacht bei Raumtemperatur 
magnetisch. wobei allmahiich eine homogene Losung entsteht Nach dieser Zeit ist die Umsetzung laut 
DUnnschichtchromatographie (Kieselgel; Essigsaureethyiester/Petrolether/Ethanol 1:1:1. 

Detektion: BesprOhen mit einer Mischung von 10 ml Eisessig + 0.2 ml konz. H2SO4 + 0.1 ml 
Anisatdehyd und Erhitzen auf 120^0 bis zum Erscheinen blauschwarzer Recke; R, ca. 0.7; R, Digoxigenm- 
OSu-ester ca. 0.85) praktisch vollstandig. • . u ♦ 

Man destilliert DMF im Hochvakuum restlos ab und lost das verbleibende Ol tn 50 ml H2O unter 
Zugabe von konz. Ammoniaklosung. Dann wird durch ZufOgen von 225 ml waflriger Zitronens&urelosung 
(100 g ZitronensSure/l) die "freie" Oigoxigeninamidocapronsaure abgeschieden. Die harzig-zahe Masse 
wird durch Anreiben mit Wasser test; man saugt ab. wascht mehrfach mit H2O nach und trocknet letztlich 
Qber PaOs im Olpumpenvakuum. 
Ausbeute: 3.45 g = 68% der Th. 
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Digoxigenin-0-sucdnyl-€-amidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester 



C37H52O11N2 MG: 700.8 

In einem 100 ml-Rundkolben werden 3,45 g Digoxigenin-O-succinyl-e-amidocapronsaure (5.7 mMol) in 
20 ml wasserfreiem Dimethylformamid (DMF) gelost. und nacheinander mit 0,7 g N-Hydroxysuccinimid (6 
mMoI). sowie 1.3 g Dicyclohexylcarbodiimid (6.3 mMoi) versetzt, Man rOhrt Uber Nacht bei Raumtempera- 
tur, saugt andemtags vom abgeschiedenen Dicyclohexylhamstoff ab und zieht das DMF im Olpumpenvaku- 
um ab. Das zuruckbletbende Ol wird in 20 ml Essigsaureethylester aufgenommen und in ca, 150 ml 
eiskalten (-20* C) Petrolether eingeruhrt. Das ausgefallene. anfangs noch harzig-zahe Produkt reibt man 
mehrfach mit eiskaltem trockenem Petrolether bis zum Festwerden durch. Nach Trocknung uber PsOs im 
Vakuum erhalt man 
3.35 g = 84 % der Th. 



.Elero60taranalv.se:. _ 



C ber.: 63,4% 


H ber.: 7.5% 


N bar,: 4.0 % 


C gef.: 63,1% 


H gef.: 7.7% 


N gef.: 4.07%. 



Belspiet 4 

Digoxigenin-0-succinyl-€-amidocaproyI-[5-(amidoallyl)-2'-desoxy-uridin-5'-triphosphat]-Tetranatriumsalz 



(Dig-11-dUTP) 



C4sHs3022N4P3Na4 MG: 1196.7 

260 mg Digoxigenin-O-succtnyl-e-amidocapronsaure-N-fiydroxysucclnimidester (0.37 mMol) werden in 7 
ml DMF gelost und zu einer Losung von 200 mg 5-Allylamino-2'-desoxy-uridin-5'-triphosphat-Tetralith- 
iumsalz (0,37 mMol) in 6 ml H2O gegeben. Man fOgt dem Gemisch 62 ml 0.1 m-Natriumboratpuffer, pH 8,5 
zu und ruhrt bei Raumtemperatur Ober Nacht (ca. 15 Slunden). 

In der Papierelektrophorese (0.05 m-Citratpuffer. pH 5,0) beobachtet man im UV-Licht nach dieser Zeit 
neben etwas unumgesetztem Atlylamino-dUTP einen etwas tiefer laufenderen Reck der gewunschten 
Verbindung (allemativ: DUnnschichtchromatographie (DC) auf Kieselgel, Riefimittel Isobuttersaure/konz. 
AmmGniakl6sung/H20 = 66:1:33, Detektion im UV Oder BesprOhen mit Anisaldehyd-Reagenz - siehe 
Beispiel 2 RrWerte: 5-AIIyIamino-dUTP 0.2; Dig-amidocapronsaure-OSu-ester 0,7; Dig-11-dUTP 0,45). 

Zur Aufreinigung wird das Reaktionsgemisch im Olpumpenvakuum bis zum teste n Ruckstand einge- 
dampft, in 200 mi HzO aufgenommen und auf eine lonenaustauscherseiule (DEAE-Sephadex A25. HCOa"- 
Form. Saulendimension 1.5 x 30 cm) gegeben. Nach Aufziehen wird kurz mit Wasser gewaschen. dann mit 
einem Gradient von je 1 1 H2O auf 0.4 m TEAB (Triethylammoniumbicarbonat). pH 8 eluiert. Die reines 
Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt. im Vakuum konzentriert und durch mehrf aches Eindamp- 
fen mit Methanol von Oberschussigem TEAB befreit (kein Geruch von freiem Triethylamin mehr!). Man 
nimmt den Kolbeninhalt in wenigen ml Wasser auf. passiert die Losung Ober eine kurze Kationenaustau- 
schersSule DOWEX 50 WS8 (1 x 10 cm) in der Na*-Form, wascht die Saule bis zur ODE-Freiheit des 
Waschwassers (Messung im UV bei 240 nm) und dampft im Vakuum bis auf ca. 20 ml ein. Nach 
Lyophilisation werden 200 mg (45% der Th.) Dig-1 1 -dUTP-Na4 als weifies Pulver erhalten. 
Analytik: H20-B€Stimmung: 7.9% 

Elementaranalyse: (unter BerOcksichtigung des H20-Gehaltes): 
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C ber.: 41 .8% 


H ber.: 5,3% 


N ber.: 4,3% 


P ber.: 7.2% 


C gef.: 41 .08% 


H gef.: 5,35% 


N gef.: 4.7% 


P gef.: 7.1%. 



UV-Spektrum (Phosphatpuff r pH 7.0): Maxima: 220 nm. 290 nm. 
Beispiel 5 

Digoxrgenin-O-succinyl-y-amidobuttersaure 

C31H4SO9N MQ: 575.8 

Die Verbindung wird durch Umsetzung von 3 g Digoxigenin-O-succinyl-N-hydroxysuccinimidester (5.1 
mMol) mit 0.63 g 4-Aminobuttersaure (6,1 mMol) wie in Beispiel 1 fur das Capronsaurederivat beschneben, 
hergesteilt. Nach erfolgter Umsetzung wird das Reaktionsgemisch im Vakuunn eingedampft. der Ruckstand 
in HaO-Methanol (20%) gelost und Ober eine Kationenaustauscliersaule (DOWEX 50 WX8) in der H -Form 
gegeben Eluat und Waschwasser (pH ca. 4) werden eingedampft. der zurOckbleibende schmieng-zahe 
RUckstand in n-Butanol gelost und dreimal mit Wasser ausgeschuttelt. Die Butanol-Phas© enthalt das 
gewunschte Prod ukt und wird nach Abziehen des Butanols und dreimaliger Codestillation mit wasserfretem 
DMF (Entfernung restlichen Wassers) direkt zur Weiterverarbeitung zum entsprechenden N-Hydroxy- 
succinimidester (Beispiel 6) eingesetzt. 
Ausbeute: 2,94 g (Ol) 

Beispiel 6 

Digoxigenin-O-succinyl-raniidobuttersaure-N-hydroxysuccinimidester 

CasH^sOiiNa MG: 672,8 

2 94 g Digoxigenin-O-succinyl-T-amldobuttersaure (ca, 5.1 mMol) werden ais 61 aus Beispiel 5 mit 0.62 
g N-Hydroxysuccinimid (5,4 mMol) und 1.16 g Dicyclohexylcarbodiimid (5,6 mMo!) in 20 ml wasserfreiem 
DMF wie unter Beispiei 3 beschrreben. umgesetzt und aufgearbeitet. Der resultierende Hydroxysuccinimlde- 
ster wird als 6\ - wie in Beispiel 7 beschrieben - mit e-AminocapronsSure umgesetzt. 
Ausbeute: 3.46 g (Ol) 

Beispiel 7 

Digoxigenin-O-succinyi-ramidobutyryl-e-amidocapronsaure 

C37HSSO10N2 MG: 689.0 • 

In einem 250 ml-Rundkolben werden 0.8 g c-Aminocapronsaure (6.2 mMol) und 0.75 ml Triethylamin in 
12 ml DMF suspendiert und dazu eine Losung von 3.46 g Digoxigenin-O-succinyl-7-amidobuttersaure-N- 
hydroxysuccinimidester (5.1 mMol. 6\ aus Beispiel 6) in 90 ml DMF gegeben. Man Ia0t Ober Nacht ca. 15 
Stunden bei Raumtemperatur ruhren. wonach eine nahezu homogene Losung entstanden ist. Laut DC 
(Bedingungen siehe unter Beispiel 2) ist die Umsetzung fast quantitativ. 

Die Aufarbeitung geschieht wie unter Beispiel 5 beschrieben (OberfOhrung in die -^freie" Carbonsaure 
durch DOWEX 50-Chromatographie. Extraktion mit n-Butanol). Die Butanol-Phase enthalt neben dam 
gesuchten Produkt noch etwas polareres und unpolareres Material und wird deswegen durch Chromatogra- 
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phie an Kieselgel 60 (SSule 40x3cm. Elutionsmittel Essigsaurethylester/Petrolether SO/ZS/Ethanol 1:1:1) 
gereinigt. Nach V reinigen der sauren Fraktionen und Eindampfen erhalt man ais Ol 
1,48 g = 42% der Th. 



Beispiel 8 



Digoxigenin-0-succinyl-7-amidobutyryl-6-amidocapronsaure-N-hydroxysuccinimid-ester 



a'H530i2N3 MG: 785,8 

0,2 g Digoxigenin-O-succinyl-7-amidobutyryl-c-amidocapronsaure (0( aus Beispiel 7, ca. 0.29 mMoI) 
warden mit 0,034 g N-hydroxysuccinimid (0.3 mMol) und 68 mg Dicyclohexylcarbodiimid (0.32 mMol) in 8 
ml wasserfreiem DMF wie unter Beispiel 3 beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Der erhaitene olige 
BCicksta j:|d ,^i^t^au,c ,f ;i^dut ,c b i^e i jj J F acbp^ .Qur^c^^cejke.Q f ;Qit.^ kajteffl ^ j ;e , troJe,tlje 

daher nach Abziehen der Losungsmittel direkt - wie in Beispiel 9 beschrieben -mit 5-Aminoallyl-dUTP zur 
Reaktion gebracht. 
Ausbeute: 0,25 g (6l) 



Beispiel 9 

Digoxigenin-0-succinyl"y-amidobutyryI-e-amidocaproyl-[5-amidoallyl)-2 -desoxy-uridin-5 -triphosphat]- 
Tetralithiumsalz 



(Dlg-16-dUTP) 



CC9H70O23N5P3U4 MG 1217.7 

250 mg Digoxigenin-O-succinyl-y-amidobutyryl-e-amidocapronsSure-N-hydroxy-succini mid-ester (01 aus 
Beispiel 8. ca 0.3 mMol) werden in 7 ml DMF gelost und zu einer Losung von 210 mg 5-Aliylamino-2 - 
desoxy-uridin-5'-lriphosphat-Tetralithiumsal2 (0.38 mMol) in 6 ml H2O gegeben. Man gibt dem Reaktionsge- 
misch 62 ml 0,2 m Natriumboratpuffer, pH 8.6 zu und rOhrt ca. 15 Stunden uber Nacht bei Raumtempera- 
tur. ber Reaktionsablauf wird wie unter Beispiel 4 beschrieben. verfolgt. 

Zur Aufreinigung wird der Ansatz im Olpumpenvakuum bis zum festen RUckstand eingedampft. in ca., 
200 mi H2O gelQst und auf eine lonenaustauschersaule <OEAE-Sephadex A-25. CI*-Form, Saulenabmes- 
sung 1.5 X 30 cm) gegeben. Nach Waschen mit HaO wird mit einem linearen Gradienten von 2 1 H2O auf 2 
1 0,3 m-LiCI eluiert. Die das reine Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereintgt im Vakuum so weit 
konzentriert. bis kein H2O mehr ubergeht und das Konzentrat anschliefiend in einem Aceton-Ethanol- 
Gemisch (3:1) durch Einruhren gefallt. Man zentrifugiert vom Oberstand ab. wSscht bis zur Cl"-Freiheit mit 
Ethanoi und trocknet mit Vakuum Qber PaOs/KOH. 
Ausbeute: 250 mg = 68 % der Th. 
Anaiytik: H20-Bestimmung: 6.3%. 

Eiementaranalyse (unter Berucksichtigung des H20-Gehaites): 



C ber.: 45.5% 


H ber.: 5,7% 


N ber.: 5.4% 


P ber: 7.2% 


C gef.: 45,1% 


H gef.: 5.6% 


N gef.: 5,6% 


P gef.: 7.0% 



UV-Spektrum (Phosphatpuffer pH 7.0): 
Maxima: 220 nm (Schulter) 
289 nm 
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Beisplel 10 

Digoxigenin-0-succinyl-e-amidocaproyl-[5-(amidoally.l)-uridin-5'-triphosphateh 

5 

(Dig-11-UTP) 



10 C45Hs3023N*P3U4 MGi 1148,5 

Die Verbindung wird durch Umsetzung von 520 mg Digoxigenin-O-succinyl-c-amidocapronsaure-N- 
hydroxysuccinimidester (0.74 mMol) mit 416.5 mg 5-Allylamino-UTP-Tetralithiumsalz (0.74 mMol) analog 
Beispiel 4 hergestellt Die lonenaustauscherchromatographie erfolgt jedoch in Abwandlung nach Beispiel 9 
75 an DEAE-Sephadex-A-25 in der CI~-Form. 
Ausbeute: 560 mg = 66 % d. Th. 
Analytik: HgO-Bestimmung: 8.1% 

Elementaranalyse (unter Berucksichtigung des HaO-Gehaltes): 



20 


C ber.: 43.5% 


H ber.: 5.47% 


N bar.: 4,5% 


P ber.: 7.47% 




Cgef.: 43.1% 


H gef.: 5.3% 


N get.: 4.5% 


P get.: 7,35% 



UV-Spektrum (Phosphatpuffer pH 7.0): 
25 entspricht Dig-1 1 -dUTP 



Beispiel 11 

30 

Digoxigenin-0-succinyl«ramidobutyryl-e-amidocaproyi-[5-(amidoaiIyl)-uridin-5 -triphosphat]-TetraHtiiiumsal2 



(Dig-1 6-dUTP) 

35 

C49H7o024.NsP3Li4 MG: 1233.7 

Die Verbindung wird durch Umsetzung von 250 mg Digoxigenin-0-succinyl"ramidobutyryl-€- 
^ amidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (0.3 mMol. nach Beispiel 8 eriialten) mit 214 mg 5-Allylamiho- 
UTP-U4 (0.38 mMoi) analog Beispiel 9 hergestellt. 
Ausbeute: 218 mg = 59 % d. Th. 
Analytik: H20-Bestimmung = 7.2% 

Elementaranalyse (unter Berucksichtigung des HzO-Wertes): 



C ber,: 44.45% 


H ber.: 5.67% 


N ber.: 5,3% 


P ber.: 7,0% 


C gef.: 44,3 % 


H gef,: 5.5 % 


N ber.: 5.3% 


Pgef.: 7.1% 



50 UV-Spektrum (Phosphatpuffer pH 7,0): 
entspricht Dig-1 6-dUTP 



Beispiel 12 

55 



Herstellung von N-Azidobenzoyl-l .8-diamino-3.6-dioxaoctan 
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5.20 g (20 mmol) Azidobenzoesaure-N-hydroxysuccinimidester (Fa. Pierc . O-6054 Rodgau 1) w rden 
in wasserfreiem Essigester gel6st und mit 29.3 ml (200 mmol) 1 ,8-Diamino-3,6-dioxaoctan versetzt. Die 
Reaktionsmlschung laBt man 20 Stunden bei 20'C im Ounkein ruhren. Das Losungsmittel wird im Vakuum 
entfemt und der olig ROckstand in 300 ml Wasser gelost. Das Produkt wird mit 2 1 Toluol in einem 
Perforator aus der wa^rigen Phase extrahiert. wobei man die Apparatur mit Aluminiumfolie umwickelt. Die 
Extraktion ist nach ca 16 Stunden beendet. Die organische Phase wird am Vakuum vom Losungsmittel 
befreit und das Produkt durch praparatlve Saulenchromatographie an Kieselgel (SSule 80 x 10 cm. Eluent: 
Chloroform/Methanol/konz. Ammoniaklosung 65:30:5) aufgereinlgt und nach Abdampfen des Losungsmittels 
im Hochvakuum getrocknet 
Aust>eute: 3.2 g (55%); farbloses. zahes Ol, 



Beispiel 13 

Herstellung von Digoxigenin-3-hemisuccinat[N'-(4-azidobenzoyl)]-8-amino-3.6-dioxaoctylamid 

(Photodigoxrgenin) 

2.93 g (10 mmol) des Produktes aus Beispiel 12 werden in 200 ml wasserfreiem Dioxan gelost und mit 
5,87 g (10 mmol) Digoxigenin-3-hemisuccinat-N-hydroxysuccinimidester (Herstellung analog: G. C. Oliver. 
Jr. Brent. M. Parker. D.L. Brasfield und Ch.W. Parker; J. clin. Invest 47 (1986). 1035) versetzt. Man laflt 20 
Stunden bei Raumtemperatur ruhren, entfemt das Losungsmittel im Vakuum und trennt das entstandene 
Produkt durch praparative Mitteldruck-FIUssig-Chromatographie ab Saulenvolumen: 1640 ml, Labochrom 
Reversed-Phase-Silica HD-SIL-1 8-30-60. Eluent Methanol/Wasser 7:3 + 1 % Eisessig). Nach Sammlung 
25 der entsprechenden Fraktionen wird das LQsungsmittel im Vakuum entfernt und der olige RUckstand in 
Dioxan Gelost. Nach Lyophilisation und Waschen mit 100 ml Diisopropylether wird das Produkt 
Digoxigenin-3-hemisuccinat[N'-(4-azidobenzoyl)h8-amino-3,6-dioxaoctylamid als farbloser. leicht klebriger 
Feststoff erhalten. der im Hochvakuum getrocknet wird. 
Ausbeute: 4.9 g (64%). 
30 IR (Aceton): = 2150. 1728. 1639 cm"'. 



Beispiel 14 

35 

Markierung einer Nukleinsaure-Sonde nach der "Random Primed" Methode 

1 ug der zu markierenden linearen DNA wurde in einem Volumen von 10 ul durch 5minutiges Kochen 
und anschliessendes Abschrecken auf Eis denaturiert. Danach wurden in einem ReaktionsgefaB je 1 ul 

40 einer 2 mmol/1 Losung von Desoxyadenosintriphosphat, Desoxycytidintriphosphat und Desoxyguanosintri- 
phosphat und die denaturierte DNA vereinigt. Dazu wurde 1 ui einer Losung, die 1 .4 mmoi/l Desoxythymld- 
intriphosphat und 0.6 mmol/l. wie in Beispiel 4 hergestelltes Oigoxigenin-11-dUTP enthalt zugesetzt. Danach 
wurden 2 ul eines sogenannten Reaktionsgemisches zugegeben. Das Reaktionsgemisch enthielt als 
wichtigste Komponente das sogenannte " Random- Hexanucleotid". Es handelt sich dabei um chemisch 

45 synthetisierte Oligonukleotide von 6 Basen Lange, wobei bei der Synthese in jedem Schritt alle 4 
Nukleotide (A, C. G und T) angeboten werden und Somit ein Gemisch aller moglichen Oligonukleotid- 
Sequenzen entsteht. Die chemische Zusammensetzung des Reaktionsgemisches war Tris-HCI. 0,5 mol/i: 
MgCb, 0.1 mol/1; Dithioeritrit, 1 mmol/l; Rindersemm-Albumin. molekularbtologische Qualitat. 2 mg/ml; 
Random Hexanucleotid. 3,125 mg/ml; pH 7.2 (20* C); zuletzt wurde 1 ul Klenow Polymerase, entsprechend 

so 2 Bnheiten, zugegelDen und die Mischung mit sterilem Wasser auf 20 ul Endvolumen gebracht und 1 
Stunde bei 37* C inkubiert. 

Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 ii\ 0.2 mol/I EDJA (Ethylendinitrilo-Tetraessigsaure). 
pH 8.0 gestoppt und uneingebaute Oesoxyribonukleosidtrisphosphate wurden durch eine Ethanolfallung 
abgetrennt. Hierzu wurden dem Inkubationsansatz 2 ul UCI. 4 mol/l, und 60 ul auf -20* C vorgekuhltes 

55 absolutes Ethanot zugegeben. gemischt und der Fallungsansatz bei -70* C 30 Minuten lang oder bei -20 C 
uber Nacht inkubiert. Anschliefiend wurde bei 12000 x g (Erdbeschteunigung) 10 Minuten lang zentrifugiert. 
der Uberstand abdekantiert. der Niederschlag kurz mitkaltem 70 %igem Ethanol gewaschen und zuletzt im 
Vakuum getrocknet. Die marki rt gereinigte DNA wurde schlleCIich in 50 ul TE-Puffer (Tris-HCI. 10 mmol/l; 
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EDTA. 1 mmot/I; pH 8.0) resuspendiert. 



Beispiel 15 



Markierung einer Nukletnsaure-Sonde nach der "Nick Translations" Methode 

1 ug der zu markierenden DNA wurde gemischt mil je 1 ii\ einer 0.4 mmoi/l Losung von Desoxyade- 
10 nosintriphosphat, Desoxycytidintriphosphat und Desoxyguanosintriphosphat. 

Es wurde dann 1 ul einer Losung. die 0.35 mmol/l Desoxythymidintriphosphat und 0.15 mmol/l wie in 
Beispiel 4 hergestelltes. Dig-11-dUTP enthielt. zugesetzt Desweiteren wurden 2 u\ einer 10-fach konzen- 
trierten Puffer-Losung (Tris-HCI. 0.5 moi/1; MgCb. 0,1 mol/l; Dithioerytrit, 1 mmol/1; pH 7,5) sowie 2 ix\ 
einer Enzym-Losung, enthaltend 2 Ein. -ten DNA Polymerase I und 1.6 mEinheiten DNAsel zugesetzt mit 
15 sterilem zweifach destilliertem Wasser auf ein Endvotumen von 20 ul aufgefullt und der Ansatz 60 Minuten 
bei 14* C inkubiert. 

Die Reaktion wurde wie im Beispiel 13 mit EDTA gestoppt und die markierte DNA wie oben 
beschrieben gereinigt und gelost. 

20 

Beispiel 16 



Markierung einer Nukleinsaure-Sonde mit der "Tailing" Methode 

Bei der 3'-Endmarkierung mit Hilfe des Enzyms Terminal Transferase wurde ein Oigoxigenin-11- 
Didesoxyuridintriphosphat eingesetzt. Dieses wurde. wie im Beispiel 4 beschrieben, synthetisiert, mit der 
Ausnahme. dafi als Ausgangssubstanz 5-Allylamino-2'.3'-didesoxy-uridin-5 -triphosphat-Tetralithiumsalz an- 
stelle des 2'-Desoxyuridinsalzes eingesetzt wurde. Die Markierungsreaktion wurde wie folgt durchgefuhrt: 

30 In einem ReaktionsgefSiS wurden gemischt 

25 ul Markierungspuffer (Kalium-Kakodylat 200 mmol/l; Tris-HCI. 50 mmol/l; Rinderserumalbumin. 0.4 
mg/m!; pH 7,2). 5 M.I 25 mmol/l CoCIz-Losung, 1.5 ug Haell-gespaltene pBR322-DNA und 5 ul entspre- 
chend 25 Bnheiten Terminal Transferase. Das Volumen wirde mit sterilem zweifach destilliertem Wasser 
auf 48 ul gebracht und schlieOIich 2 ul einer 0,1 mmol/l Losung von Digoxigenin-1 1-ddUTP zugegeben. 

35 Nach Mischen und Zentrifugation wurde die Reaktion bet 37* C fUr eine Stunde inkubiert. 

Das Abstoppen der Reaktion und die Abtrennung uneingebauter Nukleotide erfolgte wie oben im 
Beispiel 14 beschrieben. 



40 Beispiel 17 

Markierung einer NukleinsSure-Sonde mit der "Transkriptions" Methode 

45 Das Prinzip der Reaktion ist der Fig. 5 zu entnehmen. Die zur Markierung venvendete DNA wurde in 
den Transkriptionsvektor pSPTIB (Rg. 6 und Rg. 10) insertiert. Der Vektor enthalt einen Promoter fOr die 
SP6 und einen Promoter fOr die T7 RNA Polymerase. Die DNA wurde vor der Markierungsreaktion an einer 
Stella aufierhalb der insertierten DNA-Sequenz und der Promotoren. sowie den die Promotoren und die 
DNA-Sequenz verbindenden Sequenzen linearisiert. 

50 1 ug der linearisierten Substrat-DNA wurde in einem Reaktionsgefafl je 1 ul einer 10 mmol/l Losung 
von Adenosintriphosphat. Cytidintriphosphat und Guanosintriphosphat zugesetzt. Dazu wurde 1 ul einer 
uasung, die 6.6 mmol/l Uridintriphosphat und 3.5 mmol/l Digoxigenin-11-UTP enthSlt. zugegeben. 
Digoxigenin-11-UTP wird im Beispiel 10. Shnlich wie Im Beispiel 4 Digoxigenin-1 1-dUTP hergestellt als 
Ausgangssubstanz wird lediglich anstelle des Allylamino-Desoxyuridinsalzes das AHylamino-Uridinsalz ein- 

S5 gesetzt. 

Weiterhin wurden dem Ansatz 2 ul eines lOfach konzentrierten Puffers (Tris-HCI. 0.4 mol/l: MgCIz. 60 
mmol/I; Dithiothreitol, 50 mmol/l; Spermidin. 40 mmol/l; pH 7.2) zugegeben. das Volumen auf 19 ul mit 
sterilem bidestilli rtem Wasser aufgefUlIt und schliefllich die Reaktion durch Zugabe von l ul. entsprechend 
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10 Snheiten der RNA Polymerase (SP6 bzw. T7) gestartet 

Nach kurzer Zentrifugation wurde der Ansatz bei 37* C fur eine Slunde inkubiert. 

Die Substrat-DNA wurde anschliejSend durch Zusatz von 1 ul DNAsel. RNAse-frei. entsprechend 10 
Einheiten. 15 Minuten bei 37* C abgebaut 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 ul 0,2 mol/l EDTA. pH 8.0 gestoppt. Die erhallene Digoxigenln- 
markierte RNA-Probe wurde durch Extraktion mit 1 Voiumen Phenol und durch anschliefiende Ethanol- 
Prazipitation von Proteinen und Nukleotlden gereinigt und schlieiSlich in sterilenn Puffer (Tris-HCI, 10 mmol/i; 
EDTA, 1 mmoU; pH 8.0) gelost. 



Beispiei 18 

Markierung einer Nukieinsaure-Sonde mit der "photochemischen" Methode 

Die gereinigte DNA-Losung (keine organischen Puffer) vorzugswelse in einer Konzentration von 0.5 bis 
1.0 ag-ul wurdfe in einem 'Eppenddrf Reaktionsgefafl im Haibdunkein mit demselben Voiumen einer 1 
mg/ml Photodigoxigentn-Losung (Beispiei 13) vemnischt. Das Gemisch wurde unter Eiskuhlung mit einer 
Philips HPLR 400 W Lampe in 10 cm Abstand 10 bis 30 Minuten iang von oben durch die GefaiSoffnung 
bestrahit Das Reaktionsgemisch muj3te dabei kait bleiben. 

Nach der Reaktion wurde mit 0.1 M Tris-HCI. pH 9.0. 1.0 mM EDTA auf 100 ul aufgefullt. 

Die Losung wurde mit 100 ul Butan-2-ol ausgeschUttelt, kurz zentrifugiert und die obere Butanolphase 
entfernt. 

Die Butan-2-ol Extraktion wurde einmai wiederholt. die waflrige Phase sollte jetzt auf 30 bis 40 ul 
konzentriert sein. 

Nach Zugabe von Trager (Carrier) DNA (nur bei kleinen DNA Mengen) wurde durch Zugabe von 5 ul 3 
M Natriumacetat oder einem entsprechenden Salz (z.B. 4 M UCi) und 100 ul Ethanol bei -20* C Ober Nacht 
gefallt 

Nach Zentrifugation bei 4*C fOr 15 Minuten in einer Eppendorfzentrifuge wurde das Pellet mit kaltem 
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 0.1 mM EDTA gel6st 



Beispiei 19 

Hybridisierung mit einer markierten ONA-Sonde 

Zur Hybridisierung wurde ein Nitrocellulosefilter (Schleicher & Schull. BA 85) mit darauf fixierter DNA 
verwendet. Zur Vorhybridisierung wurde der RIter zunSchst 1 Stunde in einer Losung. bestehend aus NaCI. 
0.75 mol/l Na-Cilrat. 75 mmol/1 ; Casein. 0,5 % (w/v); Laurylsarcosin. 0.1 % (va^); Natriumdodecylsulfat. 0.02 
% (w/v); pH 7.0 (20 'C) bei 65 *C inkubiert. Anschlieflend wurde die Losung durch eine frische Losung der 
selben Zusammensetzung ersetzt, der zusatzlich 100 ng/ml der wie in Beispiei 14 bis 16 Oder 18 
hergestellten markierten. frisch denaturierten DNA zugegeben wurden. Es erfolgte eine emeute Inkubation 
bei 65 *C fur 14 Stunden, Danach wurde unspezifisch gebundene DNA durch zwei Waschschritte entfernt 
und z'A/ar zuerst mit einer Losung von NaCI. 0.3 mol/l: Na-Citrat. 30 mmol/1; Na-Dodecylsulfat, 0,1 % (w/v); 
pH 7,0 fOr 2 X 5 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieflend mit einer Losung von NaCI. 15 mmol/1; Na- 
Citrat, 1,5 mmoUI; Na-Dodecylsulfat. 0,1 % (w/v); pH 7.0 fOr 2 x 16 Minuten bei 65' C. 



Beispiei 20 



Hybridisierung mit einer markierten RNA-Sonde 

Hybridisierung und anschliefiende Waschungen wurden exakt wie im Beispiei 19. anhand der DNA- 
Probe geschildert. durchgefOhrt. Es wurde lediglich anstelle der im Beispiei geschilderten denaturierten 
markierten DNA-Probe eine wie im obigen Beispiei 1 7 markierte, frisch denaturierte RNA-Probe verwendet. 

Die Konzentration der Digoxigenin-markierten RNA in der Hybridisierungslosung wurde so gewahlt. dafl 
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mi Hybridisieaingsl6sung die Transkripte von 100 ng Substrat-DNA eingesetzt wurden. 



Belsplel 21 



Detektion mit Hilfe des Nachweis-Systems Alkalische Phosphatase/X-Phosphat/Nitroblau-Tetrazolium 

Der hybridisierte Filter aus Beispiel 19 Oder 20 wurde zunachst 1 Minute in Tris-HCI. 0.1 mol/l. pH 7.5; 
NaCI 0.15 mol/l gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen der Membran wurde anschlie- 
/Jend'm'it 0.5% (w/v) Casein in Tris-HCi 0.1 nnol/l. pH 7.5; NaCI. 0.15 nnol/l 40 Minuten lang unter leichtem 
Scliwenken inkubiert. 

Danach wurde die Antikorperbindungsreaktion durchgefUlirt. Dazu wurde die Membran mit Anti- 
Digoxigenin/Alkalische Phosphatase- Konjug at. 150 mEinheiten/ml in Tris-HCI. 0.1 mol/l: pH 7.5: NaCl. 0.15 
mol/l 20 Minuten lang inkubiert. Unspezifisch gebundenes Protein wurde dann durch 2x15 minutiges 
Waschen mit dem selben Puffer entfernt. Danach wurde der niter in Tris-HCt. 0,1 mol/l. pH 9,5: NaCI 0,1 
mol/i: MgCb. 50 mmol/1 5 Minuten lang auf pH 9.5 umequilibriert. die Alkalische Phosphatase hat namlich 
bei hoheren pH-Werten ihr Aktivitatsoptimum. Der Nachweis gebundenen Antikorper-Konjugats und damit 
der hybridisierten markierten DNA erfolgte durch eine von der Alkaiischen Phosphatase katalysierten 
Farbreaktion. Dazu wurde der RIter in Tris-HCI, 0.1 mol/l. pH 9.5: NaCI. 0,1 rhol/l; MgCi2. 50 mmol/1. wobei 
pro 10 ml Losung 45 ul Nitroblau-Tetrazolium-Losung (75 mg/ml in Dimethytformamid. 70 % (v/v)) und 35 
m einer X-Phosphatlosung (50 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-lndolylphosphat in Dimethylformamid) zugesetzt 
wurden. inkubiert. 

Die Farbreaktion erfolgte unter weitgehendem Sauerstoffausschlu/3. indem man die Membran mit dieser 
Losung in eine Folie (normale Koch- Oder Gefrierbeutel) einschweilSte und im Dunkein aufbewahrte. Die 
Farbreaktion setzte sehr schnell ein. konnte aber an Intensitat noch Ober mehrere Tage zunehmen. Eine 
Dokumentation des Ergebnisses wurde durch Photographie bzw. Photokopieren des feuchten niters 
erhalten. Sodann wurde der Filter getrocknet und so aufbewahrt. Die Farbung blieb erhalten, verbiaBte 
jedoch etwas. Sie lieC sich durch Anfeuchten des Filters wieder intensivieren. 



Beispiel 22 



Vergleich der Sensitivitaten und des Hintergnjnds im DNA-Nachweis (Southern-Blot) bei Verwendung von a) 
nach Beispiel 14 mit Digoxigenin enzymatisch und b) mit Biotin enzymatisch markierter DNA. 

I. Humane Plazenta-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI gespalten. Unterschiedliche Mengen 
davon wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anschliefiend nach der Methode von 
Southern (J. Mol. BioL 98 (1975) 503) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die DNA" auf der 
Membran wurde durch 2 Stunden backen bei 80" C im Vakuumschrank fixiert. Die Membranen wurden mit 
einem markierten DNA-Fragment. das der cDNA des humanen Gewebs-Plasminogenaktivators entspricht 
(Pennica D, et al, Nature 301 (1983) 214) hybridisiert. Das humane Gewebs-Plasminogenaktivatorgen ist im 
menschlichen Genom einmai vorhanden. Die cDNA dieses Gens hybridisiert mit den eritsprechenden 
Banden des Genoms. Zum einen wurde das DNA-Fragment wie in Beispiel 14 mit Digoxigenin markiert, mit 
100 ng/ml markierter DNA wie in Beispiel 19 hybridisiert und wie in Beispiel 21 beschrieben die Hybride 
detektiert. Zum anderen wurde das Fragment im analogen Verfahren mit Biotin mariciert. Dabei wurde Biotin 
16-dUTP (Brigati et al., Virology 126 (1983) 32-50) eingesetzt. Die DNA auf der Membran wurde mit 50 
ug/ml mari<ierter DNA hybridisiert. Ansonsten wurde nach Beispiel 19 verfahren. Die Detektion erfolgte wie 
in Beispiel 21 beschrieben'. mit der Ausnahme, daiJ ein Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat 
verwendet wurde. Im Vergleich zu in der Uteratur beschriebenen Verfahren zum Biotinsystem zeigte das 
hier beschriebene System zur Biotinmarkierung ("Random primed"-Markierung, Mischung Biotin 16- 
dUTP/dTTP, PrShybridisierung mit der im Beispiel 19 angegebenen Losung. Hybridisiemng mit der 
angegebenen Konzentration an DNA. Blockierung mit der im Beispiel 21 angegebenen Losung) geringeren 
Hinter grund und hohere Sensitivitat. Dennoch ist bei der beschriebenen Venrt^endung von Digoxigenin 
anstelle von Biotin im optimierten System eine deutliche weitere Reduktion des Hintergrundes gegeben. 
wobei die Sensitivitat erhalten bleibt. (Rg., 8) 
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Beispiel 23 

Vergleich der Sensitivitaten im DNA-Nachw is (Southern-Blot) bei Verwendung von a) nach Beispiel 14 
mit Olgoxigenin enzymatisch und b) nach Beispiel 1 und 2 der europaischen Patentanmeidung 0173251 mit 

5 Digoxigenin chemisch mariderter DNA. 

pBR328 DNA wurde separat mit den Restriktionsenzymen Bgll und Hinfl gespalten. Die erhaltenen 
Fragmente wurden zu gleichen Teilen gemischt. Die Mischung enthSIt danach 15 pBR328-Fragmente der 
Grofie; 2176. 1766. 1230, 1033. 653. 517. 453. 394, 298 (2x). 234 (2x). 220 und 154 (2x) bp. 

Unterschiedliche Mengen der Fragmente wurden dann in einem Agarosegel elektrophoretisch aufge- 

10 trennt und anschlieflend nach der Methode von Southern (J. Moi. Biol. 98 (1975) 503) auf eine Nitrocellulo- 
semembran transferiert. Nach Fixieren der DNA-Fragmente durch Erhitzen der Membran im Vakuum auf 
80 'C wurde diese mit 100 ng/ml nach Beispiel 14 mit Digoxigenin markierter DNA wie im Beispiel 19 
beschrieben hybridisiert. Die Detektion der Hybride erfolgte exakt wie im Beispiel 21 beschrieben, Wie Rg. 
9A in Verbindung mit Tabelle I zeigt. konnen Fragmente bis hinab zu einer Menge von 1 bis 0.1 pg 

75 nachgewiesen werden. 

Als Vergteich wurde pBR328 DNA mit Neil gespalten. Es entstehen 10 Fragmente der Grofie: 810. 724, 
696, 597. 522, 507. 364. 351. 244 und 92 bp. Auch hier wurden unterschiedliche DNA-Mengen elektropho- 
resiert und anschlieCend nach Southern auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membran wurde 
dann wie in Beispiel 19 beschrieben. hybridisiert. Es wurden allerdings hier 200 ng/ml wie in Beispiel 1 und 

20 2 der EPA 0173251 markierte pBR322 DNA zur Hybridisierung eingesetzt. pBR328 DNA unterscheidet sich 
von der als Sonde eingesetzten pBR322 DNA lediglich durch das 810 bp grofie Neil- Fragment, welches 
pBR328 enthalt. pBR322 dagegen nicht Dieses wird also in der Hybridisierung nicht detektiert werden, 
Nach der Hybridisierung wurden die Hybride genauso wie im Beispiel 21 beschrieben detektiert. Wie Rg. 
98 in Verbindung mit Tabelle il zeigt. konnen nach dieser Methode lediglich DNA-Fragmente bis zu einer 

25 Menge von 25 bis 2.5 pg nachgewiesen werden. Durch die enzymatische Markierung wird also im Vergleich 
zur chemischen Markierung eine um das Vielfache (Faktor 25) hohere Sensitivitat der DNA-Detektion 
erreicht 
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Tabelle II 



pBR328, Ncil-Spaltung: Menge der DNA in den einzelnen Fragmenten 
in Abhangigkeit von der Gesamt-ONA Menge pro Bahn. 


Fragment-GroBe 


Anteii. % der 
Gesamt-DNA 


aufgetragene Menge DNA (pg) 






100 


200 


1000 


2000 


810 


16.5 


16,5 


33.0 


165.1 


330.1 


724 


14.8- 


14.8* 


29.5" 


147.5* 


295.1' 


696 


14.2* 


14.2' 


28.4* 


141.8' 


283.7* 


597 


12.2- 


12,2* 


24.3- 


121.7* 


243.3" 


522 


10.6- 


10,6" 


21.3" 


106,4' 


212,8" 


iM„rr-,a.«i.SP?'nuTiJ.i in, 




. 10,3' 


20.r 


103.3* 


206.6' 


364 


7.4* 




"14^8-^ 


— rktz'^ 




351 


7,2 


7.2 


14.3- 


71.5* 


143.1" 


244 


5,0 


5,0 


9.9 


49.7* 


99.4- 


92 


1.9 


1.9 


3.7 


18.7* 


37.5* 


Summe: 












4907 


100 










Die auf der feuchten Mem bran des Blots von Rg. 9B noch gut 
sichtbaren Fragmente sind mit * markiert. 



Belspiel 24 

Nachweis von HPV-Sequenzen in fixierten HeLa-und SiHa-Zellinien durch in situ-Hybridisiemng, 

Mit dem erfindungsgemaflen Verfahren kann die in situ-Hybridislerung mit Trager-fixierten Zellen und 

Zellabstrichen durchgefuhrt werden. 

Ft3r den niclitradioaktiven HPV-Nachweis wurden zwei Zeliinien verwendet: 

SiHa-Zellen (2 - 3 Kopien HPV/Zelle) ATCC-Nr. HTB 35 (Biology 159 (1987) 389 - 398) 

HeLa-Zellen (100 - 200 Kopien HPV/Zelle) ATCC-Nr. CCL 2 (Human Genetics 77 (1987) 251 - 255) 

DNA-Probe: 

HPV-ONA (Sequenz vgl. Progress med. Virol. 32 (1985) 15 ff.) 
Markierungen: 

Biotin-11-dUTP (Blugene nonradioaktive DNA detection kit Best,-Nr. 8279SA der Fa. Gibco/BRU) 
Digoxigenin-dUTP (hergestellt und markiert nach Beispiel 4 und 14). 
35S-dATP (Amersham-Buchler. Best. Nr. SJ1304). spezifische Aktivitat 1200 Curie/mmol 
Hybridisierungs- und Waschbedingungen gemai3 J. mol. Biol. 3 (1961) 585 ff. 

Zeilen der genannten Zeliinien werden auf HCI gereinigten (0.1 N MCI. 10 min bei 100 C in phosphate 
buffered saline (PBS)) gewaschen und anschlieflend auf UV-bestrahlten Objekttragem in Plastikkulturscha- 
len ausgesat. Als Kultumnedium wurde hierzu minimal essential medium (MEM) mit 5 % an fotalem 
Kalberserum venftrendet (MEM. PBS, SSC vgl. Science 130 (1959) 432 ff). 

Nach Ausbildung eines halbkonfluenten Zellrasens wurden die Objekttrager den Kutturschalen entnom- 
men und mehrfach mit PBS gewaschen. 

Dann schlofl sich die Fixieaing der Zellen auf der GlasoberflSche an. Hierzu wurde 4 % Paraformaldeh- 
yd verwendet (5 min bei Raumtemperatur, dann Waschen in 2 x SSC). 

Die Hybridisierung erfolgte unter silikonisierten Deckglasern. Hierzu wurde die DNA der HPV-Probe in 
Hybridisierungslosung (nicht-radioaktive Probe: 20 ng/Hybridisierungsbereich. Isotop-markierte Probe: 3 ng 
mit funfmal 10^ cpM/Hybridisierungsbereich) auf den Zellrasen gegeben. (Die Vorhybridisierung erfolgte wie 
in Beispiel 19 beschrieben). Nach Auflegen des DeckglSschens wurde dieses versiegelt (z.B. mit Rxogum** 
von Marabu). Die Denaturierung der DNA in den Zellen und der DNA-Probe erfolgte dann durch Auflegen 
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des Objekttragers auf einen Heizofen fOr 3 bis 5 Minuten. Hierbei wurde eine Temperatur von 90 - 92 C 
auf dem Objekttrager mittels eines TempraturfDhlers gemessen. Die Objekttrager warden dann kurz auf Eis 
aeleqt und anschli flend Ober Nacht in einer feuchten Kammer (2 x SSC) inkubiert. 

Nach Ablos n der Deckglaser wurde mit 2 x SSC. 0.1 % SOS. 2 x 15 min bei Raumtemperatur und 0,2 
X SSC. 0.1 % SOS, 2 X 15 min bei 52*C gewaschen. 

Im Falle der nicht-radioaktiven Systeme wurde dann nach Beispiei 21 bzw. im Biotinsystem (vgi. 
Arbeitsanleitung des BRU-Kits: Blocken mit 3 % Rinderserumalbumin, Zugabe eines Konjugats aus 
Slreptavidin und aikaitscher Phosphatase sowie Substratmischung) gearbeitet. Im Digoxigenin-System 
wurde entsprechend Beispiel 21 verfahren. Die Enzymreaktion wurde bis zu 48 Stunden beobachtet, 

Als Probe wurde Digoxigenin-markiertes Subfragment des Genoms von HPV TYP 18 (PNAS 80 (1983) 
3812-3815 New Engl. J. of Med. 310 (1984) 880-883) verwendet Es zeigt sich. dafi mit dem Digoxigenin- 
system in HeU-Zellen deuKich die Anfarbung des Kernbereichs zu erkennen ist. Nach DNase-Verdau vor 
Hybridisierung bleibt nur ein geringer unspezifischer Hintergrund. Das Weglassen der markierten Probe 
fuhrt zu keiner Anfarbung. Auch bei SiHa-Zellen. die ledlglich zwei bis drei Kopien HPV pro Zelle ins 
Genom integriert haben. gelingt der HPV-Nachweis uber Nacht. Auch bei diesen Zeilen wird von^^iegend 
der Kembereich angefarbt. DNase-Verdau fuhrt zu geringem Hintergrund. Das Weglassen der markierten 

Probe fuhrt zu ungefarbten Zeilen. . ^ . *..t-^ 

Anders ist die Situation bei Verwendung von Biotin-markierten Proben. Das Biotin-System fuhrt zwar zu 
einer schwachen Anfarbung von Hel^-Zellen mit SiHa-Zelten. wird jedoch vorwiegend unspez.fisch das 
Cytosol angefarbt. Der Kernbereich ist nur wenig angefarbt. Die Unspezifitat des Biotin-Nachweissystems 
zeigt sich auch darin. dafl die gleiche Anfarbung des Cytosols auch ohne Biotin-markierter Probe, jedoch 
nach Zugabe allein eines Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugats und des entsprechenden Farbstoff- 

^^^Mit^r^diSktiy markierten ^^s-Proben ist zwar der HPV-Nachweis in Hel_a- und SiHa-Zellen moglich, 
jedoch ist dazu eine Autoradiographie von 2 - 3 Wochen notwendig. 

Bei in situ-Hybridisierung an fixierten Zeilen hat das erfindungsgemafle Verfahren gegenUber dem 
Verfahren unter Verwendung von radioaktiy markierten Proben den Vortetl der Zeitersparnis gegenUber dem 
Verfahren unter Ven/vendung von Biotin-markierten probes den Vorteil der hoheren Sensitivitat und deutlich 

hoherer Spezifitat. ... u * n ^ ^ 

Neben in situ-Hybridisierung in fixierten Zeilen ist mit dem erfindungsgemaCen System ebenfalls em 
HPV-Nachweis in Gewebsabstrichen, z.B. in HPV-infiziertem Gewebe aus dem Vagina-Bereich, m6giich. 



Beispiel 25 



Nachweis von SUP 6 tRNA durch Colony-Hybridisienjng 



Bn 750 bp BamHI-Fragment von SUP 6 tRNA (Science 209 (1978), 1396-1460) aus Saccaromyces 
cerevistae wurde in pUC19 (Gene 133 (1985). 103-119) kioniert und in E.coli HB 101 (DSM 1607) 
transformiert. Als Kontrolle wurde der pUC19-Vektor allein In E.coli HB 101 transform iert. Danach wurden 
abwechseind Insert-haltige Bakterien neben Kontroll-Transformanten auf Nitrocellulose aufgestnchen. Nach 
Ihkubation fur 5 Stunden bei 37*0 auf Agarplatten mit NShrmedium wurden die Exoh-Zellen alkalisch 
behandelt gewaschen und die freigesetzte DNA durch cross-linking bei 354 nm die Membran fixiert. 
Anschliefiend erfolgte wiederum Waschen fur 3 Stunden bei 50* C. Vorhybridisierung und Hybridisierung 
analog Beispiel 19 mit Digoxigenin-markiertem SUP tRNA-BamHI-Fragmenten (Herstellung analog Beispiel 
14). Fur die anschlieflende Detektion ist eine Stunde ausreichend. 

Die Insert-hattigen Bakterien geben ieweils eindeutige Signale. die Kontrolltransformanten werden nicht 
detektiert. LSngere Detektionszeiten verstSrken die positiven Signale, die Kontrolltransformanten bleiben 
jedoch auch bei langerer Detektion hintergrundfrei. 

Beispiel 26 

In situ-Hybridisierung von Lambda Plaques 

Lambda gtlO-Phagen (Mol.Gen.Genet 160 (1977), 53) mit ein r vollstSndig n cDNA von humaner 
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Urokinase als Insert wurden auf Indikatorplatten inkublert, so dafi auf einer Platte ca. 500 einzelne Plaques 
sichtbar war n. Auf eine weitere Platte wurd eir^e Mischung aus Urokinase- Rekombinat n und einer 
gleich n Phagenmenge. besteh nd aus einer heterogenen Population einer Genbank ausplattiert Diese 
Platte diente als Kontrolie. denn nur die Urokinase-Rekonnblnanten sollten mit einer Urokinase cDNA als 

5 Hybridisierungsprobe ein positives Signal geben. Von alien Platten wurden zwei Nitrocellulose-Abklatsche. 
wie in Science 196 (1977). 180 beschrieben, hergestellt und hybridisiert. 

Die Probe wurde dadurch hergestellt, daB 1 2 ug eines Plasmids. welches die humane Urokinase cDNA 
enthalt, mit PstI verdaut wurde. Dabei entsteht ein 1.1 Kb-Teil fragment der cDNA. welches durch 
Elektrophorese eluiert wurde (Ausbeute etwas 2 ug), 

70 Die Markierung des Teilfragments erfolgt analog Beispiel 1 4. Die Vorhybridisienjng und Hybridislerung 
der RIter erfolgt analog Beispiel 19. Die weiteren Detektionsschritte erfolgen analog Beispiel 21. 

Es zeigte sich, daB die Filter der Platten. die nur Urokinase-rekombinante Phagen enthielten, ein 
positives Signal fur alle Plaques gaben, die auch im zweiten Abklatsch gut sichtbar waren. Im Falle der 
Mischung waren lediglich so viele positive Signale zu sehen. wie rekombinante Phagen zugesetzt wurden. 

rs Die Lambda-Phagen mit anderen Inserts gaben kein positives Signal. 



Beispiel 27 

20 

Northern-blot-Hybridisierung (Nachweis von Actin-mRNA aus Hefe) 

Das erfindungsgema/Je System ist auch zum sensitiven und spezifischen Nachweis von RNA in 
Northern-blots geeignet. Um dies zu demonstrieren, wurde Actin-mRNA in Gesamt-Hefe-RNA 
25 (Saccharomyces cerevisiae) nachgewiesen. Das Actin-Gen (PNAS 77 (1980). 3912-3916) besteht aus zwei 
Exons und einem Intron. Bei der Transkription ensteht zunachst VorlSufer-mRNA (1679 Basen). Nach 
Capping. Splicing und Polyadenylierung (Durchfuhrung wie in Meth. in Enzymol. 65 (1980) 380-391 und 
PNAS USA 77 1980) 5201-5205 beschrieben) entsteht gereifte mRNA mit einer Lange von ca. 1400 Basen 
(1370 Basen + PolyA). 

30 Danach erfolgt Transfer auf Nitrocellulose wie in T. Maniatis et al. "Molecular cloning" Cold Spring 
Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York (1982) beschrieben. Die Vor- und Haupthybridisienjng 
und Detektion (18 Stunden) erfolgt wie in Beispiel 19 beschrieben. Zur Detektion wurde eine Digoxigenin- 
markierte Actin-spezifische Probe, wetche aus einem 2.3 kB-Actin-EcoRI/Hind Ill-Fragment des Actin-Gens 
bestand. verwendet. 

35 

Beispiel 28 

40 Nachweis von Hepatitis B-Virus (HBV) in Humanseren durch SIot-blot-Analyse 

Das Hepatitis B-Virus hat ein ca. 32 kb gropes zirkulares Genom. das aus zwei linearen komplementa- 
ren Strangen aufgebaut ist. Das 3'-Ende des einen Strangs ist variabel. Die 5 -Enden der beiden 
komplementaren Strgnge sind gegeneinander versetzt. FUr den HBV-Nachweis auf DNA-Basis wurde ein 
45 Digoxigenin-mari<iertes 1,8 kb SamHj-Fragment (Herstellung nach Beispiel 14) als Probe verwendet. das 
den doppelstrangigen Bereich Core-Antigen sowie Teile des Prae-Sl-, Prae-S2- und X-Antigens enthalt 
(Position 1.4 - 3.2 kb). Parallel zum Digoxigeninnachweis wurden Biotin - (vgl, Beispiel 24) und ^P- 
markierte Proben (Markierung analog Artseitsanweisung des BRL-Kits. vgl. Beispiel 24) verwendet. 

Die untersuchten Humanseren sind auf Basis der immunologischen Marker HBsAg, HBcAg. Anti-HBs 
50 und Anti-HBc als positiv Oder negativ eingestuft. 



Serum-Vorbereitung: 

55 Fur eine Doppelt>estimmung werden 100 al zentrifugiertes Serum mit 300 ul 0,5 M NaOH versetzt. 
Nach 5 minUtiger Inkubation bei Raumtemperatur wird erneut 5 min zentrifugiert. Jewells 200 u.1 des 
Oberstartds werden in in n Kammschlitz des MinifoIt'^-GerSts pip ttiert und dann Vakuum angelegt. 
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Vorbereitung des Nylon-Filters: 

Biodyne Nylon-Membran (1.2 urn Porengrofle) (Pall Bio Support Div. Glen Cove. N.Y.) wird auf 
KammergrSfle zugeschnitten und folgendermajSen vorbereitet: 
5 min in destiliiertenn Wasser eingelegt 
15 min in 10 x SSC 

5 min unter Warmelampe auf Whatman"-Papier getrocknet. 

Auflegen auf 10 x SSC-getranktes Whatman'^-Papier und Einlegen in Minifold"-Apparatur. 

Die Probensammelplatte wird dann auf das Filter' gelegt. festgeklemmt. und anschlieflend werden die 
Seren gespottet. 

Weiterbeliandlung des Filters: 

Die RIter werden aus dem Minifold^-Gerat entnommen und fur jeweils 5 min auf 10 x SSC, 5 x SSC 
und 1 X SSC aufgelegt. Anschlieflend wird unter einer Warmelampe getrocknet und fur 2 Stunden bei 80 C 
im Vakuum gebacken. 

Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgt analog Beispiel 1 9. 

Die Herstellung der radioaktiven Probe erfolgt wie in der Arbeitsanleitung des Sp6/T7 Transcription kit 
von BOEHRIIMGER MANNHEIM GMBH. Best.-Nr. 999644. beschrieben. 

Praehybridisierung. Hybridisierung. Waschen und Entwikkein fOr die ^Sp-Probe erfolgt wie in Maniatis 
(supra) beschrieben. 

Es zeigt sich. dai3 mit dem erfindungsgemaCen Verfahren Signale im Slot-blot nur mit den positiven. 
nicht jedoch mit den negativen Seren erhaiten werden. Die Kontrollreaktionen mit immunisiertem Serum 
sind ebenfalls negativ. Der Vergleich mit entsprechendem raktioaktiven Nachweis zeigt analoge Spezifitat. 
Im Biotin-System dagegen ist deutllch erhohter Hintergrund zu sehen. 

Der HPV-Nachweis mit dem erfindungsgema/Sen Verfahren ist sehr empfindlich. In einer Verdunnungs- 
reihe konnen HPV-Sequenzen bis zu einer SerumverdOnnung von 10"* bis 10"^ nachgewiesen werden. 
Dies entspricht der Sensitivitat im radioaktiven System. Die entsprechenden Negativ-Seren ergeben im 
nicht-radioaktiven System bei keiner VerdUnnung ein Signal. Auch in der VerdOnnungsreihe ist im Biotinsy- 
stem ein deutlicher Hintergrund zu sehen. 



Beispiel 29 



Digoxigenin-markiertes dUTP wird in der polymerase chain reaction (PGR. analog EP-A 0200362) zur 
Markierung ampiifizierter DNA eingesetzt. 

Als sample wird venwendet: Plasmid pBR 322 
Primer 1 : s'-GCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGT-a' 
Primer 2: s'-CCGCCTACATACCTCGCTCTGC-S' 

10 pg sample. 300 ng primer 1. 300 ng primer 2, je 1 mmo!/l dATP, dCTP, dGTP, dTTp. 0.1 mmot/l 
Digoxigenin-dUTP in 67 mmol/1 Tris-HCI pH 8.8. 6.7 mmol/1 MgClz. 16.6 mmoi/1 Ammoniumsutfat. 1 mmol/1 
Mercaptoethanoi und 0,17 mg/ml Rinderserumalbumin werden 2 min bei 95* C denaturiert und 3 min bei 
40 'C hybridisiert. Danach werden 6 U Thermus aquaticus DNA-Polymerase zugegeben und 3 min bei 
65* C inkubiert (Polymerisienjng). (Das Volumen der Reaktion betraigt 50 Mikroliter. die Konzentrationsanga- 
ben beziehen sich auf dieses Reaktionsvolumen). Insgesamt wurden 25 Zyklen (Denaturierung. Hybridisie- 
rung. Polymerisierung) durchgefOhrt. 

Ansclilieflend werden je 1/5 der Reaktionsansatze in 0.8 % Agarose-Gel aufgetrennt und nach der 
Methode von Southern (J.Mol.Biol. 98 (1975) 603) auf Nylonmembranen (z.B. Hybond-N. Amersham) 
transferiert. Alternatiy werden VerdOnnungen von 1:10 bis 1:10^ auf Nylonmembranen aufgetropft und 
fixiert. Blockierung der RIter. Konjugatreaktionen und Farbung werden analog Beispiel 21 durchgefOhrt. 



AnsprUche 



1 Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren definierter Sequenz durch Hybridisierung mit einer 
komplementaren Nukleinsaure-Scnde, die Ober eine chemische Verbindung mindestens ein Hapten als 
Mari<ierung gebunden enthalt. dadurch gekennzeichnet, dafi man als Hapten ein Steroid verwendet. das 
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an mindestens eine Position der Nukleinsaure-Sonde. die nicht an der Wasserstoffbruckenbildung beteiligt 
ist uber eine BriJcke von mindestens 4 Atomen Lange gebunden Ist und die hybridisierte Sonde Ober einen 
seinerseits markierten Anti-Hapten-Antikorper nachweist. 

2. V rfahr n nach einem der AnsprOch 1 , 
dadurch gekennzelchnet, 

daJ3 man als Steroid Digoxigenin oder Digoxin venvendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Hapten Ober die Brucke an die Cs -Position von Uracil oder Cytosin oder an die Cs -Position von 
Adenin oder Guanin gebunden ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Hapten Ut>er die Brucke an die 2 -Position der Ribose gebunden ist. 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dajS .eine Nukleinsaure-Sonde verwendet wird. deren Hapten in die Nukleinsaure-Sonde enzymatisch mit 
IHilfgy^f^nlPNi^^ta^lS^^^^^^^^ 

und entsprechenden Hapten-modifizierten Desoxy- Oder Ribonukleosidtriphosphat-Substraten eingebaut 
wurde. 

6. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 eine Nukleinsaure-Sonde verwendet wird, deren Hapten in die Nukleinsaure-Sonde photochemisch mit 
Hilfe von Photo-Hapten eingebaut wurde. 

7. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi eine Nukleinsaure-Sonde venwendet wird. deren Hapten in die Nukleinsaure-Sonde chemisch im 
Rahmen der Oligo- Desoxy ribonukleotid-Synthese durch Einbau geschutzter, mit substituierbaren Amlno- 
funktionen modifizierter Nukleosldphosphoamldite und -nach Entfernung der Schutzgruppen • durch Umset- 
zung des modifizierten Oligo-Desoxyribonukleotids mit aktivierten Estern. Amiden oder Ethern des Haptens 
eingebaut wurde. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

6aB als Marklemng des Anti-Hapten-Antikorpers eine Enzymmarkieaing, radioaktive Markierung. Fluores- 
zenzmarkierung oder (Bio-)Luminiszensmarkierung verwendet wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die nachzuweisenden Nuklelnsauren durch in situ-Hybridisierung in auf Objekttragern fixierten Zelien 
nachgewiesen werden . 

10- Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die nachzuweisenden Nukleinsauren durch in situ-Hybridisierung in Gewebsabstrichen nachgewiesen 
werden.. 
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FIG.7 

Syntheseschema fur Digoxigenin-B-hemisuccinat-/ 
N'-(4-a2idobenzoyl)/-8 -amino -3.6- dioxaoctylamid(Photodigoxigenin ) 
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FIG .8 

Vergleich der Sensitivitaten von Digoxigenin und Biotin 
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FIG. 9 

Vergleich der Sensitivitaten einer erfindungsgemaflen 
enzymatischen Markierung ( A ) mit einer bekannten 
chemischen Markierung ( B ) 

FIG.9A 

1 5 25 125 



^HH^f.^:^ s^^^v ^ss;^ ®^ 



pg pBR328 (Hinfl/Bgll) 



-2167 bp 
-1766 



-1230 
-1033 



-635 
-517 



FIG.9B 



^ M 

=f.Y(x> asim 

«:v-:r. «ssss mm 

il'.:.':-- 9^1S 



Fragmentgrbnen 



724 bp 
-696 bp 
-597 bp 
-522 bp 

507 bp 
s364 bp 

351 bp 

-244 bp 



0.1 0.2 1 2 ng DNA/Bahn 



EP 0 324 474 A1 

* 



HO .10 

DNA-SequenzIA) und Restriktionskarfe(B) des Plasmids pSPT18 

FIG.10A 



I 


GAATACAAGC 


TTGCATGCCT 


GCAGGTCGAC 


TCTAGAGGAT 


CCCCGGGTAC 


5L 


CGAGCTCGAA 


TTCCGGTCTC 


CCTATAGTGA 


GTCGTATTAA 


TTTCGATAAG 


101 


CCAGCTGGGC 


CTCGCGCGTT 


TCGGTGATGA 


CGGtGAAAAC 


CTCTGACACA 


1 SI 




CGAGACGGTC 


ACAGCTTGTC 


TGTAAGGGGA 


TGCCGGGAGC 


901 




GTCAGGGCGG 


GTCAGCGGGT 


GTTGGCGGGT 


GTCGGGGCGC 


9 SI 


ACCCATCACC 


CAGTCACGTA 


GCGATAGCGG 


AGTGTATATA 


CTGGCT7AAC 


301 


TATGCGGCAT 


C AG AG GAG AT 


TGTACTGAGA 


GTGCACCATA 


TGCGGTGTGA 


351 


AATACCGCAC 


AGATGCGTAA 


GGAGAAAATA 


CCGCATCAGG 


CGCTCTTCCG 


^01 


CTTCCTCGCT 


CACTGACTCG 


CTGCGCTCGG 


TCGTTCGGCT 


GCGGCGAGCG 


451 


GTATCAGCTC 


ACTCAAAGGC 


GGTAATACGG 


TTATCCACAG 


AATCAGGGGA 


501 


TAACGCAGGA 


AAGAACATGT 


GAGCAAAAGG 


CCAGCAAAAG 


GCCAGGAACC 


551 


GTAAAAAGGC 


CGCGTTGCTG 


GCGTTTTTCC 


ATAGGCTCCG 


CCCCCCTGAC 


601 


GAGCATCACA 


AAAATCGACG 


CTCAAGTCAG 


AGGTGGCGAA 


ACCCGACAGG 


651 


ACTATAAAGA 


TACCAGGCGT 


TTCCGCCTGG 


AAGCTCCCTC 


GTGCGCTCTC 


701 


CTGTTCCGAC 


CCTGCCGCTT 


ACCGGATACC 


TGTCCGCCTT 


TCTCCCTTCG 


751 


GGAAGCGTGG 


CGCTTTCTCA 


ATGCTCACGC 


TGTAGGTATC 


TCAGTTCGGT 


801 


GTAGGTCGTT 


CGCTCCAAGC 


TGGGCTGTGT 


GCACGAACCC 


CCCGTTCAGC 


851 


CCGACCGCTG 


CG.CCTTATCC 


GGTAAGTATC 


GTCTTGAGTC 


CAACCCGGTA 


901 


AGACACGACT 


TATCGCCACT 


GGCAGCAGCC 


ACTGGTAACA 


GGATTAGCAG 


951 


AGCGAGGTAT 


GTAGGCGGTG 


CTACAGAGTT 


CTTGAAGTGG 


TGGCCTAACT 


1001 


ACGGCTACAC 


TAGAAGGACA 


GTATTTGGTA 


TCTGCGCTCT 


GCTGAAGCCA 


1051 


GTTACCTTCG 


GAAAAAGAGT 


TGGTAGCTCT 


TGATCCGGCA 


AACAAACCAC 


1101 


CGCTGGTAGC 


GGTGGTTTTT 


TTGTTTGCAA 


GCAGCAGATT 


ACGGGCAGAA 


1151 


AAAAAGGATG 


TCAAGAAGAT 


CCTTTGATCT 


TTTCTACGGG 


GTCTGACGCT 


1201 


CAGTGGAACG 


AAAACTCACG 


TTAAGGGATT 


TTGGTCATGA 


GATTATCAAA 
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1251 


AAGGATCTTC 


ACCTAGATCC TTTTAAATTA AAAATGAAGT TTTAAATCAA 


1301 


TCTAAAGTAT 


ATATGAGTAA 


ACTTGGTCTG 


ACAGTTACCA 




1351 


AGTGAGGCAC 


CTATCTCAGC 


GATCTGTCTA 


TTTCGTTCAT 


CCATAGTTCC 


1401 


CTGACTCCCC 


GTCGTGTAGA 


TAACTAGGAT 


ACGGGAGGGC 


TTACCATCTG 


1451 


GCCCCAGTGC 


TGCAATGATA 


CCGCGAGACC 


CACGCTCACC 


GGCTCCAGAT 


1501 


TTATCAGCAA 


TAAACCAGCC 


AGCCGGAAGG 


GCCGAGCGCA 


GAAGTGGTCC 


1551 


TGCAACTTTA 


TCCGCCTCCA 


TCCAGTCTAT 


TAATTGTTGC 


CGGGAAGCTA 


1601 


GAGTAAGTAG 


TTCGCCAGTT 


AATAGTTTGC GCAACGTTGT 


TGCCATTGCT 


1651 


ACAGGCATCG 


TGGTGTCACG 


CTCGTCCTTT 


GGTATGGCTT 


CATTCAGCTC 


1701 


CGGTTCCCAA 


CGATCAAGGC 


CAGTTACATG 


ATCCCCCATG 


TTGTGCAAAA 


1751 


AAGCGGTTAG 


CTCCTTCGGT 


CCTCCGATCG 


TTGTCAGAAG 


TAAGTTGGCC 


1801 


GCAGTGTTAT 


CACTCATGGT 


TATGGCAGCA 


CTGCATAATT 


CTCTTACTGT 


1851 


CATGCCATCC 


GTAAGATGCT 


TTTCTGTGAC 


TGGTGAGTAC 


TCAACCAAGT 


1901 


CATTCTGAGA 


ATAGTGTATG 


CGGCGACCGA 


GTTGCTCTTG 


CCCGGCGTCA 


1951 


ATACGGGATA 


ATACCGCGCC 


ACATAGCAGA 


ACTTTAAAAG 


TGCTCATCAT 


2001 


TGGAAAACGT 


TCTTCGGGGC 


GAAAACTCTC 


AAGGATCTTA 


CCGCTGTTCA 


2051 


GATCCAGTTC 


GATGTAACCC 


ACTCCTGCAC 


CCAACTGATC 


TTCAGCATCT 


2101 


TTTACTTTCA 


CCAGCGTTTC 


TGGGTGAGCA 


AAAACAGGAA 


GGCAAAATGC 


2151 


CGCAAAAAAG 


GGAATAAGGG 


CGACACGGAA 


ATGTTGAATA 


CTCATACTCT 


2201 


TCCTTTTTCA 


ATATTATTGA 


AGCATTTATC 


AGGGTTATTG 


TCTCATGAGC 


2251 


GGATACATAT 


TTGAATGTAT 


TTAGAAAAAT 


AAACAAATAG 


GGGTTCCGCG 


2301 


CACATTTCCC 


CGAAAAGTGC 


CACCTGACGT 


CTAAGAAACC 


ATTATTATCA 


2351 


TGACATTAAC 


CTATAAAAAT 


AGGCGTATCA 


CGAGGCCCTT 


TCGTCTCGCG 


2401 


CGTTTCGGTG 


ATGACGGTGA 


AAACCTCTGA 


CACATGCAGC 


TCCCGGAGAC 


2451 


GGTCACAGCT 


TGTCTGTAAG 


CGGATGCCGG 


GAGCAGACAA 


GCCCGTCAGG 


2501 


GCGCGTCAGC 


GGGTGTTGGC 


GGGTGTCGGG 


GCTGGCTTAA 


CTATGCGGCA 


2551 


TCAGAGCAGA 


TTGTACTGAG 


AGTGCACCAT 


ATCGACGCTC 


TCCCTTATGC 


2601 


GACTCCTGCA 


TTAGGAAGCA 


GCCCAGTAGT 


AGGTTGAGGC 


CGTTGAGCAC 


2651 


CGCCGCCGCA 


AGGAATGGTG 


CATGCAAGGA 


GATGGCGCCC 


AACAGTCCCC 


2701 


CGGCCACGGG 


CCTGCCACCA 


TACCCACGCC 


GAAACAAGCG 


CTCATGAGCC 


2751 


CGAAGTGGCG 


AGCCCGATCT 


TCCCCATCGG 


TGATGTCGGC 


GATATAGGCG 


2801 


CCAGCAACCG 


CACCTGTGGC 


GCCGGTGATG 


CCGGCCACGA TGCGTCCCGC 
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Fortsefzung FIG ,10 A 

2851 GTAGAGGATC TGGCTAGCGA TGACCCTGCT GATTGGTTCG CTGACCATTT 

2901 CCGGGTGCGG GACGGCGTTA CCAGAAACTC AGAAGGTTCG TCCAACCAAA 

2951 CCGACTCTGA CGGCAGTTTA CGAGAGAGAT GATAGGGTCT GCTTCAGTAA 

3001 GCCAGATGCT ACACAATTAG GCTTGTACAT ATTGTCGTTA GAACGCGGCT 

3051 ACAATTAATA CATAACCTTA TGTATCATAC ACATACGATT TAGGTGACAC 

3101 TATA 
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FIG. 108 

pSPT18 Restriktionskarte 



Zahl der Schnittstellen 





r 


Position 


der 






Enzyme 




Schnittstellen 






Ava It 


2 


1546 


1768 








Bgi \ 


2 


106 


1528 




















Fin 1 


2 


2699 


2908 








Hgi Ell 


2 


335 


1096 








Sph\ 


2 


17 


2674 








Apy\ 


3 


543 


664 


677 






Ban II 


3 


56 


2750 


2764 






Bbe\ 


3 


2688 


2801 


2822 






C/r 101 


3 


1488 


2821 


2830 






Dra 1 


3 


1274 


1293 


1985 






£ae\ 


3 


1796 


2702 


2832 






Eco 571 


3 


1063 


2075 


2977 






eco Rll 


3 


541 


662 


675 






Gdi II 


3 


1796 


2701 


2832 






Hael 


3 


528 


539 


991 






M/ne 1 


3 


730 


914 


2966 






Nar\ 


3 


2685 


2798 


2819 






Tth mil 


3 


1105 


1112 


1144 








4 


331 


829 


2075 


2572 




Bsp HI 


4 


1235 


2243 


2348 


2742 




/^/7a II 


5 


1945 


2327 


2685 


2798 


2819 


San 1 


5 


46 


1356 


2684 


2797 


2818 


Fok\ 


5 


201 


1374 


1555 


1842 


2485 


A/fael 


5 


32 


1010 


1263 


1598 


2864 


A/fae II 


5 


266 


1218 


1634 


2007 


2327 


Nsp] 


5 


17 


152 


519 


2436 


2674 


Rsa\ 


5 


48 


323 


1888 


2564 


3026 


Seel 


5 


41 


42 


675 


2698 


2704 


Enzyme, die nicht s 


palten 






Aft 11 


Apa 1 


ASU II 


AvrW 


8a/ 1 




86t^ll 


Bcl\ 


BgiW 


Bsm 1 


Bsp Ml! 


Sss Hit 


Bst EM 


BstX\ 


Ola\ 


Dra III 


ecoRv 


ecoRl24 £sp\ 


Hpal 


MIul 


Nco\ 


Not\ 


Nru\ 


Nsli 


Pff Ml 


Pma CI 


Ppu Ml 


RsfW 


Sac II 


Saul 


Sfl\ 


Sna 1 


Sna Bl 


Spe 1 


Sp/I 




Stu\ 


Sty\ 


Xho\ 


Xma III 
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